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Résumé 

Les neurones dopaminergiques (DA) du mésencéphale jouent un rôle clé dans le contrôle 

moteur, les comportements motivés et la cognition. Les neurones dopaminergiques peuvent libérer 

la DA non seulement à partir de leurs terminaisons axonales, mais également à partir de leur 

compartiment somatodendritique (STD). Une partie de cette libération dépend de l’activité 

électrique des neurones (libération phasique de DA), de l’influx de calcium et de l’activation de 

senseurs calciques, tandis que d’autres formes de libération impliquent l’activation locale 

d’afférences synaptiques en provenance d’autres neurones ou survient de manière spontanée. Les 

mécanismes et rôles physiologiques de ces différentes formes de libération sont encore méconnus. 

Dans cette thèse, je me suis intéressé spécifiquement à la libération phasique de dopamine et au 

rôle joué par les senseurs calciques régulateurs de l’exocytose de la famille des synaptotagmines 

(Syts). En utilisant des modèles in vivo de souris knock-out de certaines isoformes de cette famille, 

j’ai ainsi démontré que Syt1 est la principale isoforme impliquée dans la libération phasique de 

dopamine au niveau des terminaisons axonales, tandis que les isoformes Syt4 et Syt7 jouent un 

rôle plus spécifique dans la libération au niveau du soma et des dendrites. La souris Syt1 cKODA a 

par ailleurs révélé l’exceptionnelle résilience de certaines fonctions dopamino-dépendantes, 

notamment dans le contrôle de la locomotion spontanée et induites par des drogues, qui sont 

surprenamment conservées dans un contexte de quasi-abolition de la libération phasique de DA. 

Des adaptations importantes du système DA ont été observées chez les souris Syt1 cKO et sont 

comparables à celles observées dans les stages précoces de la maladie de Parkinson. Ces travaux 

apportent ainsi un nouvel éclairage sur pourquoi une perte drastique de l’innervation 

dopaminergique est requise pour aboutir aux symptômes moteurs typiques de cette maladie. Ils 

apportent également de nouvelles perspectives et modèles à l’étude des mécanismes et fonctions 

de la libération tonique (spontanée) de DA dans le cerveau.  

 

Mots clés : dopamine, libération axonale, libération somatodendritique, synaptotagmines, maladie 

de Parkinson. 

 



ii 

 

Abstract 

Dopaminergic (DA) neurons in the midbrain play a key role in motor control, motivated 

behaviors and cognition. Dopaminergic neurons can release DA not only from axon terminals, but 

also from their somatodendritic compartment (STD). Part of this release depends on electrical 

activity (phasic release of DA), calcium influx and activation of calcium sensors, while other forms 

of release involve local activation of synaptic inputs from other neurons or occurs spontaneously. 

The mechanisms and physiological roles of these different forms of release are still poorly 

understood. In this thesis, I focused on the phasic release of DA and the role played by calcium 

sensors from the synaptotagmin (Syt) family regulating exocytosis. By using in vivo knockout 

mouse models of isoforms from this family, I demonstrated that Syt1 is the main calcium sensor 

involved in phasic DA release at axonal endings, while the Syt4 and Syt7 isoforms play a more 

specific role in the release at the level of the soma and dendrites. Syt1 cKODA model also revealed 

the exceptional resilience of certain DA-dependent functions such as spontaneous and drug-

induced locomotion, which are surprisingly preserved in a context of a near abolition of phasic DA 

release. Important adaptations in the DA system were observed in Syt1 cKO mice and are 

comparable to those seen at early stages of Parkinson's disease. This work thus sheds new light on 

why a drastic loss of dopaminergic innervation is required to lead to the motor symptoms typical 

of this disease. They also bring new perspectives and models to the study of the mechanisms and 

functions of tonic (spontaneous) DA release in the brain. 

Keywords: dopamine, axonal release, somatodendritic release, synaptotagmins, Parkinson disease 
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Chapitre 1 – Introduction 

 Dans ce premier chapitre introductif nous allons faire une description globale du système 

dopaminergique, en étudiant ses aspects historiques, neuroanatomiques et fonctionnels. Nous 

allons en particulier nous concentrer sur les mécanismes connus de la libération de la dopamine, à 

deux niveaux : dans un premier temps au niveau du compartiment axonal et dans un second temps 

au niveau des corps cellulaire et des dendrites de ces neurones. 

1.1. Le système dopaminergique 

1.1.1. Aspects historiques 

La dopamine (DA) a été initialement synthétisée en 1910 par George Barger et James Ewens 

au Wellcome laboratories de Londres. La même année, un de leur collègue, Henry Dale, étudie 

l’activité biologique de cette molécule, encore sans autre nom que celui donné par la nomenclature 

chimique : la 3,4-dihydroxyphényléthylamine. Il lui découvre alors une faible activité 

sympathicomimétique, de manière analogue à l’hormone adrénaline. Pour les contemporains de 

l’époque, il ne s’agissait alors de rien de plus qu’une observation intéressante, et de fait, dans les 

30 années qui suivirent sa synthèse, aucune nouvelle découverte notable ne fut faite concernant la 

DA.  

En 1938, le pharmacologiste allemand Peter Holtz fait la découverte de l’enzyme dopa-

décarboxylase et de son activité biologique dans des homogénats de tissus (en particulier de rein). 

Il démontre l’activité de cette enzyme dans la synthèse de DA à partir de levodopa ou L-DOPA (l-

3,4-dihydroxyphenylalanine). Celle-ci a été isolée pour la première fois en 1913 par Marcus 

Guggenheim à partir de plantules de Vicia faba, mais n’a montré initialement aucune activité 

biologique. Sur la base de cette découverte Hermann Blaschko à Cambridge, établit en 1939 pour 

la première fois la voie de synthèse des catécholamines. Dans celle-ci, la DA apparaît comme un 

simple intermédiaire dans la voie de synthèse conduisant à la noradrénaline (et donc d’adrénaline). 

Le rôle de la DA est alors négligé, essentiellement parce que ses propriétés sympathicomimétiques 

sont très faibles par rapport à celles de la noradrénaline. 
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Dans les années 1950, des observations de la présence de DA dans des tissus périphériques 

(glande surrénale, cœur, nerfs adrénergiques…) poussent Blaschko à émettre pour la première fois 

l’idée que la DA pourrait avoir son propre rôle physiologique. Une idée supportée par le fait que 

la DA chez le lapin et le cobaye avait la propriété d’abaisser la pression sanguine ; un effet pouvant 

être potentialisé par l’inhibition des monoamines-oxydases (MAO), impliquées dans le catabolisme 

des monoamines dont fait partie la DA (Blaschko, 1957). La même année, Kathleen Montagu 

démontre pour la première fois la présence de DA dans le cerveau humain (Montagu, 1957). Cette 

découverte sera suivie peu après par la démonstration par Arvid Carlsson (lauréat du prix Nobel de 

médecine et physiologie de 2000), en collaboration avec Lindqvist, Magnusson et Waldeck, que la 

DA joue le rôle de neurotransmetteur dans le cerveau. Carlsson et ses collègues se sont d’abord 

intéressés aux effets sédatifs de la réserpine, dont l’injection chez des lapins conduit à un état 

akinétique et également à une déplétion des niveaux de DA dans le cerveau. De manière 

intéressante, cet effet pouvait être renversé par l’injection intraveineuse du précurseur dans la voie 

de synthèse de la DA (et noradrénaline) : la 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA). L’injection de 

DOPA a conduit à une restauration des niveaux de DA sans affecter les niveaux de noradrénaline, 

ce qui a suggéré que l’état akinétique des animaux tirait son origine de la déplétion initiale en DA 

(Carlsson et al., 1957). Par ailleurs, en mettant au point une nouvelle méthode de dosage très 

sensible, Carlsson et ses collaborateurs démontrèrent également que la DA est distribuée dans le 

cerveau d’une manière distincte de celle de la noradrénaline, et est particulièrement concentrée 

dans les ganglions de la base (Carlsson et al., 1958). Ces découvertes amenèrent logiquement 

Carlsson à penser que la DA devait donc posséder des fonctions lui étant propres, et n’est pas 

simplement un précurseur métabolique de la noradrénaline (Carlsson, 1959).  

Ces observations ont été à l’origine d’une série de découvertes historiques dans l’histoire des 

neurosciences, mais également en clinique, comme dans le cas notable de la maladie de Parkinson. 

Sur la base des travaux montrant que la majeure partie de la DA dans le cerveau se trouvait dans le 

striatum (Bertler and Rosengren, 1959; Sano et al., 1959), Oleh Hornykiewicz et Herbert Ehringer 

montrèrent que la distribution de la DA dans le cerveau humain post-mortem est drastiquement 

réduite chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (Ehringer et Hornykiewicz, 1960). Ces 

résultats ont mené aux premiers essais de L-DOPA chez des patients atteints de la maladie par 

Walther Birkmayer et Oleh Hornykiewicz à Vienne (Birkmayer et Hornykiewicz, 1961), par André 

Barbeau, Ted Sourkes et Gerald Murphy à Montréal (Barbeau A, Sourkes TL, Murphy, 1962) et 
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finalement par George Cotzias, à New York, avec le premier traitement oral à haute dose de L-

DOPA, encore utilisé en clinique aujourd'hui (Cotzias et al., 1967).  

Depuis ces travaux pionniers en la matière, la DA a été au cœur de nombreuses recherches ces 

dernières années, passant du statut de substance chimique presque anecdotique à celui de 

neurotransmetteur majeur dans le cerveau. En atteste la bibliométrie montrant depuis les années 60 

une explosion du nombre de publications traitant de la DA (figure 1). En 2020, on retrouve environ 

180 000 entrées relatives à la DA sur la base de données Pubmed, avec une fréquence moyenne de 

plus de 5000 articles scientifiques par an, témoignant de l’intérêt porté à cette molécule.  

Figure 1. –  Nombre de publications par années, de 1945 à 2020, portant sur la dopamine et 

autres neurotransmetteurs.  

 

 

 

 

 

 

 

Les critères de recherche sur la banque de données Pubmed étaient {dopamine OR 

hydroxytyramine}, {noradrenalin OR noradrenaline OR norepinephrin OR norepinephrine}, 

{serotonin OR 5-HT OR 5-hydroxytryptamine} et {acetylcholine OR ACh}. Source : pubmed, et 

adapté de Björklund et Dunnett, 2007a.  

 La DA en tant que neurotransmetteur sécrété par les neurones dopaminergiques du système 

nerveux central (SNC), joue un rôle majeur dans de nombreuses fonctions telles que la motricité, 

la cognition, la motivation, les émotions, les comportements d’appétence normaux et anormaux 

voués à la survie de l’organisme et de l’espèce, la nausée, la lactation et la douleur (Wood, 2008; 

Klein et al., 2019). En dehors du SNC, elle joue aussi un rôle dans la motilité intestinale, la fonction 

rénale, pancréatique, cardio-vasculaire et immunitaire (Basu et Dasgupta, 2000; Missale et al., 

1998). De par ces nombreuses fonctions, le système dopaminergique a été montré comme étant 
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impliqué dans de nombreux troubles neurologiques et psychiatriques tels que la maladie de 

Parkinson, la maladie de Huntington, la schizophrénie, le trouble du déficit de l'attention avec 

hyperactivité (TDAH) et les troubles d’utilisation de substances (substance use disorder, SUD). 

Comprendre les mécanismes physiologiques de la neurotransmission dopaminergique apparaît 

ainsi critique dans notre compréhension mécanistique de ces maladies.  

1.1.2. Anatomie du système dopaminergique 

1.1.2.1. Nomenclature 

Avant l’avènement des techniques d’immunohistochimie au début des années 80, la 

localisation précise des neurones dopaminergiques était une tâche ardue. Kathleen Montagu a été 

la première chercheuse à avoir identifié chimiquement la DA dans le cerveau de nombreuses 

espèces, incluant l’Homme, en se servant de la technique de chromatographie sur papier (Montagu, 

1957). 

 La localisation des neurones dopaminergiques n’a pu cependant être réalisée que quelques 

années plus tard au moyen d’une nouvelle méthode d’histofluorescence développée par Falck et 

Hillarp, reposant sur l’utilisation de vapeur de formaldéhyde (Falck et al., 1962). Le formaldéhyde, 

en convertissant les catécholamines en molécules d’isoquinoline fluorescente a ainsi permis à 

Carlsson, Falck et Hillarp, d’aboutir à la première visualisation, in situ, des neurones 

dopaminergiques et noradrénergiques dans le cerveau (Carlsson et al., 1962). Deux ans plus tard, 

Dahlström et Fuxe, en utilisant la technique de Falck-Hillarp, furent les premiers à établir la 

description anatomique détaillée des neurones catécholaminergiques dans le cerveau de rat 

(Dahlstroem et Fuxe, 1964a, b). Ils ont ainsi défini une nomenclature regroupant ces neurones en 

12 groupes de cellules distribuées de la medulla oblongata jusqu’à l’hypothalamus et désignés par 

les lettres et chiffres de A1 à A12.  

Les observations initiales de Dahlström et Fuxe furent par la suite confirmées et affinées par 

l’utilisation des techniques modernes d’immunohistochimie en employant des anticorps dirigés 

contre les enzymes de synthèse des catécholamines (notamment la tyrosine hydroxylase, 

décarboxylase des acides aminés aromatiques et dopamine-β-hydroxylase). L’utilisation de ces 

différents marqueurs a ainsi permis d’aboutir à une meilleure cartographie des systèmes 

catécholaminergiques et une meilleure distinction entre eux (Hökfelt et al., 1976, 1977; Hokfelt et 
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al., 1984). Aux 12 premiers noyaux, se sont ainsi ajoutés 5 autres (A13-A17) localisés dans le 

diencéphale, le bulbe olfactif et la rétine, et 3 noyaux adrénergiques (C1-C3). Cette nomenclature 

est à l’heure actuelle toujours utilisée, car elle permet de bien rendre compte de l’hétérogénéité des 

structures catécholaminergiques. Par ailleurs, la distribution des corps cellulaires au sein de chaque 

groupe peut varier considérablement entre différentes espèces. La nomenclature est ainsi pratique 

pour distinguer les différents noyaux et comparer les données provenant de différentes espèces. 

1.1.2.2. Les noyaux dopaminergiques 

Selon la nomenclature de Dahlström et Fuxe, les corps cellulaires des neurones 

dopaminergiques se retrouvent dans neuf noyaux différents (A8 à A16), retrouvés dans le 

mésencéphale, l’hypothalamus et le bulbe olfactif (figure 2). Malgré la diversité de localisation 

des neurones dopaminergiques, la grande majorité se trouve située dans le mésencéphale ventral, 

composés des noyaux A8, A9 et A10 qui forment respectivement l’aire rétrorubrale (RRF), la 

substancia nigra ou substance noire (SN) et l’aire tegmentaire ventrale (VTA).  

Figure 2. –  Distribution des différents groupes de neurones DA dans le cerveau de rongeur 

durant le développement (a) et chez l’adulte (b). 

 

Les noyaux sont indiqués selon la nomenclature de Dahlström et Fuxe de 1964. Les principales 

projections DA sont indiquées par les flèches. Lge : lateral ganglionic eminence (éminence 

ganglionnaire latérale) ; mge : medial ganglionic eminence lateral ganglionic eminence (éminence 

ganglionnaire latérale); p1-p3 : prosomères 1-3. Source : Björklund et Dunnett, 2007b. 

L’aire rétrorubrale ou RRF (groupe A8) est située, comme son nom l’indique, en arrière du 

noyau rouge, dans la formation réticulée du mésencéphale. Il ne doit pas être confondu avec le 
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« noyau rétrorubral », qui est un groupe de cellules non dopaminergiques dans le rhombencéphale 

rostral (Fu et al., 2012). Le petit groupe de neurones dopaminergique du groupe A8 présente une 

cytoarchitecture ne permettant aucune subdivision, contrairement aux groupes A9 et A10 

(Cavalcanti et al., 2014; German et Manaye, 1993).  

La substance noire ou SN (comprenant le groupe dopaminergique A9) tient son nom du fait de 

sa couleur noire dans le cerveau humain adulte (du latin nigra, noire) en raison de l’accumulation 

de neuromélanine, un pigment biologique sous-produit par la synthèse de DA. Elle contient 

principalement des neurones qui synthétisent et libèrent la DA et des neurones de projections 

GABAergiques et glutamatergiques (Tepper et Lee, 2007; Yamaguchi et al., 2013). Ces 

populations de neurones sont ségrégées en deux sous-régions : la substance noire pars compacta 

(SNc) où l’on retrouve la majorité des corps cellulaires de neurones dopaminergiques (elle-même 

divisée en tiers ventral SNcV, dorsal SNcD et latéral SNcL et un regroupement médian SNcM), et 

la substance noire pars reticulata (SNr), principalement composée de neurones GABAergiques 

ainsi que par les dendrites des neurones dopaminergiques provenant de la SNc.  

L’aire tegmentaire ventrale ou VTA (comprenant le groupe dopaminergique A10) se divise elle 

aussi de manière plus complexe en plusieurs sous-structures basées sur la distribution et la densité 

des types cellulaires s’y trouvant, avec des différences selon les espèces (McRitchie et al., 1998; 

Ikemoto, 2007). Chez le rongeur, différentes nomenclatures existent pour qualifier ces régions 

(Ferreira et al., 2008; Ikemoto, 2007). On retrouve de manière générale un premier groupe sur la 

ligne médiane comprenant le noyau interfasciculaire (Interfascicular nucleus, IF), le noyau rostral 

linéaire (Rostral Linear nucleus, RLi) et le noyau caudal linéaire (Caudal Linear nucleus of the 

raphe, CLi) ; un groupe médian comprenant le noyau paranigral (PN) et parainterfasciculaire (PIF) 

recouvrant la fosse interpédonculaire ; et un groupe latéral, en forme d’aile, comprenant la partie 

rostrale de l’aire tegmentaire ventrale (ventral tegmental area rostral part, VTAR) et le noyau 

pigmentée parabrachial (PBP), situées sur la partie médiodorsale de la SN. Comme pour la SN, la 

VTA est également composée de neurones GABAergiques, glutamatergiques et peptidergiques 

(Yamaguchi et al., 2011; Gorelova et al., 2012; Taylor et al., 2014; Collins et al., 2019).  

La SN (reticulata et dans une moindre mesure compacta) et la VTA peuvent recevoir également 

une innervation sérotoninergique relativement dense en provenance du raphé dorsal et médian 

(Hervé et al., 1987; Lavoie et Parent, 1990; Corvaja et al., 1993; Van Bockstaele et al., 1994; 
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Moukhles et al., 1997), et également noradrénergique en provenance du locus cœruleus (groupe 

A6), en particulier la VTA (Jones and Moore, 1977; Collingridge et al., 1979; Mejías-Aponte et 

al., 2009). Il convient également de noter la présence d’une petite populations de neurones DA 

dans le raphé dorsal (Descarries et al., 1986; Dougalis et al., 2012) jouant un rôle dans les 

comportements d’appétence (Cho et al., 2017; Groessl et al., 2018; Lin et al., 2020; Cho et al., 

2021).  

L’ensemble des subdivisions des différents groupes dopaminergiques sont clairement montrées 

sur la figure 3 issue de Fu et col. (2012) du groupe de George Paxinos et Charles Watson, dont les 

atlas histologiques et stéréologiques sont devenus des outils incontournables dans les 

neurosciences.  
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Figure 3. –  Coupes coronales montrant la distribution anatomique et la cytoarchitecture des 

groupes de neurones A8, A9 et A10 selon l’axe rostro-caudal. 
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Figure 3. – (2/3) 
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Figure 3. – (3/3) 

 

Le panneau de gauche montre les différentes coupes de cerveau issues d’une même souris 

C57BL/6J en coloration de Nissl (moitié gauche) et en représentation schématique (moitié droite), 

ce qui donne un aperçu général de la distribution et de l’apparence des amas de neurones 

dopaminergiques (barre d’échelle : 500 µm). Le panneau de droite montre les détails 

cytoarchitecturaux de chaque région (barre d’échelle : 100 µm). La distance entre deux tranches 

consécutives est de 80 µm et couvre la région cérébrale allant de -2.52 mm à -4.18 mm par rapport 

à bregma. Source : Fu et al., 2012 (Paxinos et Watson) 

Les frontières n’étant pas clairement délimitées entre les groupes de neurones 

dopaminergiques, on les réfère également sous l’appellation collective de « complexe 

dopaminergique mésencéphalique ventral », comme suggéré par Yetnikoff et al. (2014). 

Le nombre de neurones dopaminergiques et la complexité de leur arborisation axonale sont 

variables selon les espèces. À titre d'exemple, on peut compter bilatéralement approximativement 

entre 10 000 et 25 000 neurones dopaminergiques chez la souris et entre 40 000 et 50 000 chez le 

rat (German et Manaye, 1993). Ce nombre est augmenté chez les espèces au système nerveux plus 
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avancé comme le singe, avec entre 160 000 et 320 000 neurones, ou l’humain, avec entre 400 000 

et 700 000 neurones (Björklund et Dunnett, 2007b).  

La figure 4 présente également selon les espèces les valeurs estimées du nombre de neurones 

dopaminergiques par région, en ne comptant que les deux plus importantes, à savoir la SNc et la 

VTA. Il est à noter que les variations entre les études du nombre de neurones TH-positifs pour une 

espèce spécifique peuvent être dues, au moins en partie, à des différences interindividuelles entre 

les sujets des études, mais également aux techniques et méthodes statistiques employées pour 

calculer le nombre total de neurones dopaminergiques dans la SNc et VTA. Les chiffres avancés 

ici ne constituent donc que des valeurs moyennes pour chaque espèce. Par ailleurs, le fond 

génétique des animaux est connu comme pouvant affecter le nombre de neurones dopaminergiques 

de la SNc, qui peut différer jusqu’à 33% entre les différentes lignées consanguines de souris (Baker 

et al., 1980; Muthane et al., 1994). Ce fait est d’ailleurs souvent négligé lors de l’analyse des 

modèles murins de Parkinson. On remarque également selon les espèces une variation du ratio de 

neurones entre SNc et VTA. Chez le rongeur, ce ratio se rapproche de 50:50 alors que chez 

l’homme plus de 70% des neurones dopaminergiques se retrouvent dans la SNc. Cette différence 

pourrait être due au fait que chez les espèces au système nerveux plus évolué, la SNc couvre un 

territoire d’innervation largement plus grand, en particulier au niveau du néocortex (Bentivoglio et 

Morelli, 2005; Björklund et Dunnett, 2007b; Lewis et al., 1998).  
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Figure 4. –  Nombres estimés de neurones dopaminergiques chez l’Homme, le singe, le rat et 

la souris dans la substance noire pars compacta (SNc) et l’aire tegmentaire ventral 

(VTA) bilatéralement 

Références 

 

(Chu et al., 2002; Damier et al., 1999a; Hirsch et 

al., 1988; McRitchie et al., 1997) 

 

(Collier et al., 2007; Emborg et al., 1998; Kanaan 

et al., 2007; McCormack et al., 2004) 

 

(German et Manaye, 1993; Nair-Roberts et al., 

2008) 

 

(German et al., 1983; German et Manaye, 1993; 

Jackson-Lewis et Przedborski, 2007) 

Source : Brichta et Greengard, 2014 

 

1.1.2.3. Les voies de projections dopaminergiques  

Malgré leur faible nombre dans le cerveau, les neurones dopaminergiques sont à l’origine d’une 

innervation massive, notamment au niveau du striatum et de structures corticales et sous-corticales 

(Gauthier et al., 1999; Prensa et al., 2009). À titre d’exemple, chez le rat, un unique neurone 

dopaminergique peut donner naissance à un demi-mètre d’axone tellement ramifié qu’il peut 

occuper jusqu’à 3% du volume striatal total (Matsuda et al., 2009). Il est estimé qu’un seul neurone 

dopaminergique de la SNc possède plus de 300 000 terminaisons axonales (Arbuthnott et Wickens, 

2007; Bolam et Pissadaki, 2012). 
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Il existe trois grandes voies de projections des neurones dopaminergiques : la voie nigrostriée 

(ou mésostriée), la voie mésolimbique et la voie mésocorticale (figure 5). Il existe des voies 

secondaires comme la voie tubéro-infindibulaire et les projections hypothalamo-spinales.  

1.1.2.3.1. La voie nigrostriée 

La voie nigrostriée est formée majoritairement par les projections des neurones 

dopaminergiques de la SNc (A9) formant le faisceau télencéphalique médian (Medial Forebrain 

Bundle, MFB) ascendant en direction de la portion dorsale du striatum (noyau caudé-putamen, 

formant le néostriatum). Là, elles innervent majoritairement des neurones GABArgiques, appelés 

medium spiny neurons (MSN), qui représentent environ 95% des neurones du striatum (David 

Smith et Paul Bolam, 1990; Kemp Janet M. et al., 1971), ainsi qu’une minorité d’interneurones 

cholinergiques (Bolam et al., 1984; Kawaguchi et al., 1995). La voie nigrostiée est impliquée dans 

le contrôle du mouvement volontaire en tant que système modulateur des aires corticales motrices. 

La perte de ces projections est d’ailleurs associée aux symptômes moteurs principaux de rigidité 

musculaire et de tremblements caractéristiques de la maladie de Parkinson.  

1.1.2.3.2. La voie mésolimbique et mésocorticale 

De par leur provenance commune (noyau A8 et A10), les voies mésolimbique et mésocorticale 

sont souvent associées et se retrouvent sous l’appellation de « voie mésocorticolimbique ».  

La voie mésolimbique est formée par les projections des neurones dopaminergiques de la VTA 

et de la RRF qui innervent, via le MFB, la portion ventrale du striatum, appelée noyau accumbens 

(Nucleus Accumbens, Nac) et des structures faisant partie du système limbique, comprenant la stria 

terminalis, le tubercule olfactif, le septum, l’amygdale, l’habenula et l’hippocampe. 

La voie mésocorticale est formée par les projections des neurones dopaminergiques de la VTA 

et RRF qui innervent, via le MFB, le cortex préfrontal, le gyrus cingulaire antérieur et l’aire 

entorhinale.  

Ces voies jouent un rôle dans le système de la récompense, de renforcements positifs, la 

mémoire, la motivation, l’attention, la prise de décision et dans les troubles d’utilisation de 

substances. Une altération de la transmission mésocorticolimbique est notamment associée à la 

schizophrénie, à la dépendance aux drogues, à la dépression, ainsi qu’à certains troubles de la 
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cognition comme l’attention ou les fonctions exécutives (Meyer-Lindenberg et al., 2002; Robinson 

et Berridge, 1993; Swerdlow et Koob, 1987). 

Figure 5. –  Localisation des neurones dopaminergiques et leurs lieux de projections  

Localisation des neurones dopaminergiques de la SNc (rouge), VTA (bleu) et RRF (vert) au niveau 

du mésencéphale ventral (partie du bas), ainsi que leurs lieux de projections (partie du haut), chez 

le rat. (a) Voie nigrostriée, (b) voie mésolimbique et (c) voie mésocorticale. Source : (Björklund et 

Dunnett, 2007b) 

1.1.2.3.3.  Autres voies dopaminergiques 

D’autres systèmes dopaminergiques existent. La voie tubéro-infundibulaire part des neurones 

dopaminergiques du noyau arqué (ou infundibulaire) de l’hypothalamus (noyau A12 et A14, voir 

figure 2), qui émettent des projections en direction de la glande pituitaire antérieure (ou 

hypophyse). La DA libérée dans le système porte hypothalamo-hypophysaire permet de jouer un 

rôle de modulateur dans la sécrétion de certaines hormones, inhibant notamment la production de 

la prolactine, ayant notamment un rôle dans la croissance des glandes mammaires et la production 

de lait chez la femme (Fitzgerald et Dinan, 2008). Les projections hypothalamo-spinales partant 

en direction de la moelle épinière prennent naissance des noyaux A11 et A13 localisés dans 

l’hypothalamus (voir figure 2) (Cechetto et Saper, 1988; Skagerberg et Lindvall, 1985). Elles sont 

impliquées dans la régulation des neurones préganglionnaires sympathiques ainsi que dans la 

fonction locomotrice. 
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1.1.3. Hétérogénéité des neurones dopaminergiques 

La classification des neurones dopaminergiques du mésencéphale sur la base de leur 

cytoarchitecture ou bien de leurs projections s’avère en réalité bien plus complexe. Pendant de 

nombreuses années, cette population de neurones a été considérée comme étant homogène. Il existe 

un nombre croissant de données démontrant au contraire une grande hétérogénéité, tant 

anatomique, moléculaire et fonctionnelle, au sein même des groupes de neurones dopaminergiques.  

1.1.3.1. Hétérogénéité anatomique 

Une première distinction peut être faite sur la base de la localisation et des lieux de projections 

des neurones dopaminergiques du complexe mésencéphalique ventral : le tiers dorsal et le tiers 

ventral (Björklund et Dunnett, 2007b; Fu et al., 2012 ; et voir figure 6). Le tiers dorsal inclus des 

cellules des parties dorsales de la VTA, de la SNc et de la RRF, majoritairement de forme ronde 

ou fusiforme et caractérisées biochimiquement par une faible expression du transporteur de la 

dopamine (DAT) et une expression positive de la calbindine (Calb), une protéine liant le calcium 

et impliquée dans la signalisation calcique. Le tiers ventral inclut, quant à lui, les neurones des 

parties ventrales de la VTA et de la SNc qui forment un feuillet dense de cellules allongées et 

angulaires reposant sur la SNr. Elles sont caractérisées par des niveaux plus élevés de DAT, par 

une faible expression de la calbindine et sont également majoritairement positives pour le canal 

potassique à rectification entrante activé par les protéines G GIRK2 (G-protein-regulated inward-

rectifier potassium channel 2). Les neurones des tiers ventral et dorsal diffèrent également par leurs 

voies de projections. Les neurones du tiers ventral projettent presque exclusivement en direction 

du striatum dorsal où ils innervent les striosomes. Certains neurones de cette région possèdent 

également des dendrites projetant en direction de la SNr. Les neurones du tiers dorsal innervent 

quant à eux le striatum ventral, les aires corticales et limbiques, ainsi que les compartiments 

matriciels du striatum dorsal (Bentivoglio et Morelli, 2005; Gerfen et al., 1987; Lynd-Balta et 

Haber, 1994; Prensa et Parent, 2001). Ces sous-populations définies anatomiquement et 

biochimiquement peuvent aussi être distinguées par leur vulnérabilité dans la maladie de 

Parkinson. En particulier les neurones du tiers ventral de la SNc qui sont négatifs pour la calbindine 

sont les plus vulnérables à la mort cellulaire dans le cerveau des patients atteints de la maladie de 

Parkinson, tandis que les neurones positifs pour la calbindine de l’étage dorsal sont généralement 

plus résilients (Damier et al., 1999b; Yamada et al., 1990) . 
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Figure 6. –  Images d’IHC de cerveau de rat adulte montrant les neurones dopaminergiques 

de la SNc et VTA du tiers ventral (vt) et dorsal (dt) du complexe mésencéphalique 

ventral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La distinction des tiers ventral et dorsal peut se faire sur la base de l’expression par les 

neurones dopaminergiques du canal ionique GIRK2 (rouge) et de la calbindine (vert). Source : 

Björklund et Dunnett, 2007b 
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1.1.3.2. Hétérogénéité neurochimique 

Des études ont également montré une hétérogénéité supplémentaire au regard des 

neurotransmetteurs libérés, de prime abord concernant la DA. Divers travaux ont montré que les 

niveaux d’expression de la tyrosine hydroxylase (TH) dans les neurones dopaminergiques peuvent 

changer au cours du temps (notamment diminuer avec l’âge) et varier en fonction de la demande 

et de l’état physiopathologique (Emborg et al., 1998; Lynd-Balta et Haber, 1994; McCormack et 

al., 2004; Prensa et Parent, 2001; Thompson et al., 2005). D’un point de vue pratique, cela signifie 

que la mesure de cette enzyme de synthèse à des niveaux détectables en immunohistochimie pour 

identifier les neurones dopaminergiques n’est pas toujours fiable, même si elle demeure le 

marqueur le plus sensible et le plus constant encore actuellement à disposition.  

Des sous-populations de neurones dopaminergiques peuvent également être distinguées sur la 

base de la co-libération d’autres neurotransmetteurs comme le glutamate et/ou le GABA (El 

Mestikawy et al., 2011; Trudeau et al., 2014; Tritsch et al., 2016). En ce qui concerne la capacité 

à libérer le glutamate, environ 5 à 20% des neurones dopaminergiques de la VTA peuvent exprimer 

le transporteur vésiculaire du glutamate VGlut2 (Mendez et al., 2011). Dans la SNc, seulement une 

petite fraction de la portion latérale l’exprime (Yamaguchi et al., 2007, 2011, 2015). Ces résultats 

concordent avec les études d’optogénétique montrant que les courants synaptiques 

glutamatergiques induits par la stimulation des axones dopaminergiques peuvent être facilement 

détectés dans le striatum ventral, mais rarement dans le dorsal (Stuber et al., 2010; Tecuapetla et 

al., 2010). En ce qui concerne la capacité à libérer le GABA, des courants synaptiques 

GABAergiques induits par la stimulation des axones dopaminergiques ont pu être détectés dans le 

striatum dorsal indiquant un phénomène de co-libération par les neurones dopaminergiques de la 

SNc (Tritsch et al., 2012). Cependant, à part une petite fraction de neurones dopaminergiques, ces 

neurones n’expriment ni les enzymes de synthèse du GABA, ni son transporteur vésiculaire 

(vGAT) (Tritsch et al., 2016, 2012). L’étude du groupe de Tritsch a également montré que le 

VMAT2 est nécessaire pour la transmission GABAergique des neurones dopaminergiques, ce qui 

soulève la possibilité que la DA et le GABA ne soient pas seulement co-libérés, mais aussi co-

empaquetés dans les vésicules dopaminergiques des neurones de la SNc. Par ailleurs cette 

conclusion est corroborée par la découverte en 2015 d’une nouvelle voie de synthèse du GABA 

médié par l’aldéhyde déshydrogénase 1a1 (ALDH1a1) (Kim et al., 2015). Cette enzyme est 
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hautement exprimée dans les neurones dopaminergiques de la SNc et est nécessaire à la co-

libération DA-GABA. 

1.1.3.3. Hétérogénéité fonctionnelle 

En plus de la diversité des neurones dopaminergiques du complexe mésencéphalique ventral 

en termes de morphologie, localisation et connectivité, les études d’électrophysiologie et 

d’optogénétique ont été très utiles pour démontrer l’existence d’une diversité fonctionnelle des 

neurones dopaminergiques au sein de ce complexe. Les travaux pionniers de Grace et Bunney dans 

les années 80 avec des enregistrements unitaires de neurones dopaminergiques du mésencéphale 

ont permis de dégager un ensemble de caractéristiques propres à cette population neuronale, à 

savoir une activité de décharge spontanée de type pacemaker autonome (c’est-à-dire non 

dépendante d’afférences excitatrices), avec deux modes différents : l’un avec des potentiels 

d’action unitaire à basse fréquence (1-5 Hz) et l’autre avec des décharges en bouffées (bursting) à 

haute fréquence (>15 Hz) ; ainsi qu’un mécanisme d’auto-inhibition assuré par la stimulation des 

autorécepteurs de type D2 (Grace et Bunney, 1984a, 1984b). À partir de là, les chercheurs se sont 

attachés à explorer la diversité fonctionnelle des neurones dopaminergiques, principalement dans 

la VTA (Lammel et al., 2008, 2011, 2012; Stamatakis et al., 2013). Ceux situés dans la partie 

dorso-latérale de la VTA projettent jusqu’à la coquille latérale du noyau accumbens (Nac shell) et 

présentent des propriétés électrophysiologiques conventionnelles comme celles observées dans les 

neurones de la SNc. Par contre, les neurones de la VTA ventro-médiale qui projettent vers le cortex 

préfrontal médial, l’amygdale baso-latérale ou le cœur et la coquille médiale du noyau accumbens 

(Nac core et shell médial) présentent des modes de décharges plus élevés et persistants (>20 Hz), 

avec des potentiels d’action présentant de faibles composantes d’hyperpolarisation, en 

comparaison avec les neurones de la SNc. Les courants cationiques entrants activé par 

hyperpolarisation (Ih) peuvent également être responsable de l’activité de décharges en bouffées 

des neurones DA et leur magnitude varie grandement selon les neurones dopaminergiques de la 

SNc et de la VTA (Mercuri et al., 1995; Seutin et al., 2001; Neuhoff et al., 2002; Lammel et al., 

2008; Dufour et al., 2014; Krashia et al., 2017). Certaines de ces différentes électrophysiologiques 

sont résumées dans la figure 7.  
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Figure 7. –  Les modes de décharge lents et rapides des neurones dopaminergiques sont 

déterminés selon leurs zones de projection axonale. 

 

Des exemples représentatifs de décharges évoquées in vitro des neurones dopaminergiques 

sont représentés ici, associés avec leur lieu de projection identifié par traçage rétrograde in vivo 

(billes rouges). Le caractère dopaminergique des neurones enregistrés a été confirmé par 

remplissage à la neurobiotine (vert) suivi d’un marquage à la TH. L'activité électrique a été 

évoquée par l'injection de rampes de 2s de courant dépolarisant. Source : Roeper, 2013 et adapté 

de Lammel et al., 2008. 

 Par ailleurs, malgré l’apparente homogénéité des propriétés électrophysiologiques des 

neurones de la SNc, du moins chez le rongeur, des données semblent également indiquer une 

diversité fonctionnelle au sein de cette population (Lerner et al., 2015; Matsumoto et Hikosaka, 

2009; Roeper, 2013). Cette caractérisation reste néanmoins encore incomplète bien que pourrait 

s’avérer pertinente compte tenu de la vulnérabilité sélective de cette population neuronale dans la 

maladie de Parkinson par exemple.  

1.1.3.4. Hétérogénéité génétique 

De nombreuses études ont par ailleurs montré une différence d’expression de gènes entre les 

populations neuronales de la SNc et de la VTA (Anderegg et al., 2015). Il faut toutefois noter que 

malgré des différences fonctionnelles des neurones dopaminergiques au sein du complexe 

mésencéphalique ventral, les signatures d’expression génique sont extrêmement similaires : 97-

99% des gènes sont exprimés à la fois dans la SNc et la VTA (Chung et al., 2005; Greene et al., 

2005; Grimm et al., 2004). Cependant une hétérogénéité existe donc sur les 1-3% des gènes restants 

et ils pourraient, par exemple, jouer un rôle essentiel dans la connectivité de ces neurones ainsi que 
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dans leur vulnérabilité dans la maladie de Parkinson. Ces études, en combinaison avec des 

évaluations immunohistochimiques, ont révélé que les gènes différemment exprimés entre la SNc 

et la VTA peuvent être regroupés en 4 groupes : 

- Les gènes impliqués dans la neurotransmission dopaminergique : Slc6a3 (transporteur de la 

DA), DRD1, DRD2 (récepteurs DA de type D1 et D2) et ALDH1a1 ; 

- Les gènes impliqués dans l’activité neuronale : KCNJ6 (GIRK2), KCNN3 (KCa2.3 ou SK3; 

small conductance calcium-activated potassium channel 3) et CALB1 (calbindine) ; 

- Les gènes impliqués dans la survie neuronale : facteurs neurotrophiques dérivés du cerveau 

(BDNF, brain‐derived neurotrophic factor) et de la glie (GDNF, Glial cell-derived 

neurotrophic factor) ; 

- Certains facteurs de transcription, notamment impliqués dans la différenciation en neurones 

dopaminergiques : PITX3, OTX2, SOX6.  

Il convient cependant de souligner que ces différences d’expression rapportées ne se présentent 

jamais au sein des structures selon un mode « tout ou rien », mais sont le plus souvent décrit dans 

la littérature par la terminologie « forte », « faible », « enrichie » etc. Cela peut être problématique, 

car on ne peut pas savoir si on se réfère au sein d’une région donnée à une expression génique 

générale des neurones dopaminergiques ou bien spécifiquement à une sous-population de neurones 

au sein de cette population. 

Ces lacunes pourraient cependant être comblées par l’utilisation de techniques modernes telles 

que l’analyse du transcriptome de neurone dopaminergique unitaire (single-cell transcriptomic) 

(Poulin et al., 2014; Anderegg et al., 2015; Poulin et al., 2016; Hook et al., 2018; Tiklová et al., 

2019), ou bien des approches de génétique intersectionnelle, permettant une identification des voies 

de projections de neurones dopaminergiques moléculairement définies (Poulin et al., 2018 et 

figure 8).  
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Figure 8. –  Voies de projections des sous-types de neurones dopaminergiques définies par 

génétique intersectionnelle. 

 

Trois grands patrons de projections peuvent être identifiés. Le premier provient de neurones 

Aldh1a1+/Sox6+/Ndnf+ qui correspondent aux neurones de la SNc projetant majoritairement vers 

le noyau-caudé rostral (CPr), intermédiaire (CPi) et caudal (CPc). Ces fibres sont par ailleurs 

denses dans la région dorso-latérale et dans les striosomes, correspondant aux aires locomotrices 

du striatum et qui est la plus vulnérable dans les modèles de Parkinson. Le 2e patron provient des 

neurones Calb1+/Sox6+/Aldh1a1– de la SNc dorsal ainsi que le PBP et innervent le CPr médial et 

le CPi et CPc ventro-médial. Le 3e patron provient des neurones Vglut2+/Calb1+/Sox6– de la SNc 

latérale qui envoie des projections vers la queue du noyau-caudé (CPt). Source : Poulin et al., 

2018. 
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1.1.4. Ontogenèse du système dopaminergique 

Le développement du système dopaminergique s’établit en plusieurs phases. Brièvement, après 

la mise en place du tube neural vers 7.5 jours, l’action combinée de facteurs de transcription et de 

morphogènes conduisent à la définition de l’identité régionale du mésencéphale ventral, la 

spécification et prolifération de progéniteurs dopaminergiques, la neurogénèse des neurones 

dopaminergiques mésencéphaliques, leur migration, leur différenciation et leur survie (Arenas et 

al., 2015). La complexité de tels processus peut être résumée dans la figure 9 montrant les 

différents partenaires moléculaires impliqués (Hegarty et al., 2013). 

Les facteurs Otx2, Gbx2, En1/2 (homeobox protein engrailed-1/2), Lmx1b (LIM homeobox 

transcription factor 1 beta), Wnt1 et Pax2/5 (paired box gene 2/5) jouent un rôle crucial dans 

l’établissement de la région mésencéphalique et également dans la neurogenèse. Les facteurs de 

signalisation diffusibles FGF8 (fibroblast growth factor 8), Shh (sonic hedgehog) et Wnt1 

induisent la neurogenèse des progéniteurs dopaminergiques via l’induction de l’expression de 

FoxA2, Lmx1a/1b, et Msx1. Par la suite, l’induction de l’expression de Nurr1 et Pitx3 promeuvent 

la différentiation des progéniteurs dopaminergiques en cellules post-mitotiques. Nurr1, en 

coopération avec d’autres facteurs, induit également l’expression de gènes clés du phénotype 

dopaminergique (TH, VMAT2 et DAT). Ces différentes phases s’établissent chez la souris du 7e 

au 12e jour de développement embryonnaire.  

À partir du 13e jour, les neurones dopaminergiques nouvellement formés migrent et 

commencent leur croissance axonale pour former des connexions avec le striatum vers E14 et avec 

le cortex à E16. L’innervation continue ensuite une semaine après la naissance. Un phénomène 

naturel d’apoptose des neurones surnuméraires a également lieu à partir de la naissance, atteignant 

un pic entre P2 et P14, puis s’atténuant vers P20. 
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Figure 9. –  Facteurs moléculaires impliqués dans le développement des neurones 

dopaminergiques du mésencéphale ventral. 

 

 

La couleur des flèches indique l’effet des facteurs sur l’expression génique : violette = régulation 

positive, noire = régulation négative, verte = boucle d’autorégulation, orange = régulation 

coopérative. 

 

L’étude de base du système dopaminergique se termine ici. Elle était un prérequis avant 

d’entrer dans le vif du sujet de mon projet de thèse portant sur les mécanismes de la libération 

axonale et somatodendritique de DA qui restent encore aujourd’hui méconnus. En particulier, les 

informations détaillées et spécifiques sur la machinerie moléculaire de la libération de DA sont 

rares, et les mécanismes sont souvent supposés à partir des études sur l'exocytose rapide des 

vésicules synaptiques ou sur la sécrétion neuroendocrine des autres systèmes neuronaux. 
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1.2. Libération axonale de dopamine 

Depuis les premières découvertes par Carlsson à la fin des années 50, les rôles de la DA ont été 

étudiés de manière extensive, principalement au niveau des terminaisons axonales du striatum qui 

concentre la majorité de l’innervation dopaminergique dans le cerveau. Les sections suivantes 

s’attachent à décrire l’état actuel des connaissances concernant le métabolisme de la DA, incluant 

sa biosynthèse, son stockage, sa libération, son catabolisme et la neurotransmission 

dopaminergique, survenant au niveau des terminaisons axonales. 

1.2.1. Métabolisme de la dopamine 

La dopamine (4-(2-aminoéthyl)benzène-1,2-diol ou 3,4-dihydroxyphényl-éthylamine ou plus 

simplement hydroxytyramine) est une molécule de la famille des catécholamines (dont fait partie 

aussi la noradrénaline et l’adrénaline) qui sont caractérisées par un noyau catéchol (groupement 

benzène avec deux groupes hydroxyl) et une chaine latérale éthylamine. La présence d’un unique 

groupement amine permet de classer également la DA, noradrénaline et adrénaline dans la famille 

des monoamines qui comprend également la sérotonine et l’histamine.  

Longtemps considérée comme un simple intermédiaire dans la synthèse de NA et Adr, la DA 

a vu son rôle de neurotransmetteur établi par Carlsson en 1958. La dopamine répond en effet à tous 

les critères nécessaires pour être considérée en tant que tel : synthèse et stockage vésiculaire dans 

l’élément présynaptique, libération en réponse à une stimulation de l’élément présynaptique, action 

sur des récepteurs spécifiques postsynaptiques (et présynaptiques) et enfin moyens de dégradation 

et de recapture afin de mettre fin à son action. Ces processus seront décrits dans les prochaines 

sections. 

1.2.1.1. Biosynthèse de la dopamine 

La synthèse de la DA et des autres catécholamines (établi pour la première fois par Blaschko 

en 1939) se fait à partir de L-tyrosine, un acide aminé non essentiel pouvant être synthétisé de novo 

par hydroxylation de la phénylalanine. Ce dernier étant un acide aminé essentiel, il doit être apporté 
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par l’alimentation. La biosynthèse de la DA comprend deux grandes étapes catalysées par deux 

enzymes : la tyrosine hydroxylase (TH) et la décarboxylase des acides aminés aromatiques 

(DCAA) (figure 10). 

1.2.1.1.1. Hydroxylation de la tyrosine en L-DOPA par la TH 

Après s’être rendue aux neurones dopaminergiques via la circulation sanguine, la tyrosine est 

d’abord convertie en L-3,4-dihydroxyphenylalanine par hydroxylation de son anneau phénolique 

par la tyrosine hydroxylase (figure 10). Ceci constitue l’étape limitante de la réaction (Levitt et al., 

1965), qui est irréversible et nécessite la présence de fer ferreux, d’oxygène ainsi que de 

tétrahydrobioptérine (BH4), un cofacteur synthétisé à partir du guanosine triphosphate (GTP) par 

la GTP cyclohydrolase. C’est donc la quantité et l’activité de la TH qui déterminent la quantité de 

catécholamines produites, et ce, sans lien avec la quantité de tyrosine présente dans les neurones.  

Cette enzyme clé est toujours exprimée par un unique gène, bien que différents variants 

d’épissage existent selon les espèces : 4 chez l’humain, 2 chez le primate et 1 chez les autres 

mammifères (Haycock, 2002; Kobayashi et al., 1988; Lewis et al., 1993). Chaque isoforme adopte 

la même conformation : une extrémité N-terminale régulatrice (∼150aa), un domaine central 

catalytique (∼300aa) et une extrémité C-terminale dont la glissière à leucine permet l’adoption 

d’une forme tétramérique indispensable à son fonctionnement (Goodwill et al., 1998; Vrana et al., 

1994). 

Cette étape est un point clé dans la régulation de la synthèse de DA, et l’activité de la TH peut 

être fortement régulée, essentiellement au niveau de son extrémité N-terminale. La régulation 

s’opère au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel par des modifications covalentes, 

interactions protéine-protéine et par régulation allostérique (Daubner et al., 2011; Dunkley et al., 

2004; Kumer et Vrana, 1996). Tout d’abord, les catécholamines synthétisées peuvent entrer en 

compétition avec le cofacteur BH4 pour la liaison de l’ion ferrique au site catalytique de la TH. Des 

taux élevés en catécholamines conduisent donc à une inhibition de l’activité de la TH et donc à une 

diminution de leur propre concentration par feedback négatif (Nagatsu et al., 1964). L’autre grand 

mécanisme de régulation de la TH se fait par phosphorylation de résidus sérine (la plus importante 

étant la sérine 40) sur son domaine régulateur par de nombreuses kinases (PKA, PKC CaMPKII, 

PKG, MPK, ERK), avec pour résultat une augmentation de sa stabilité et/ou activité (Dunkley et 

al., 2004). Cette régulation peut venir en partie de l’activité électrique des neurones, par l’ouverture 
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de canaux calciques voltage dépendant, augmentation du calcium intracellulaire et activation des 

kinases phosphorylant TH. La stabilité de la TH peut également être contrôlée par des interactions 

avec d’autres protéines sur l’extrémité N-terminale (DJ-1, α-synucléine, VMAT2, DCAA, 

GTPCH) (Daubner et al., 2011). 

Il existe des phosphatases (PP2A et PP2C) pouvant retirer les groupements phosphates de la 

TH et diminuer son activité (Bevilaqua et al., 2003). L’inactivation de la TH peut également se 

faire par nitration via les espèces réactives de l'azote (reactive nitrogen species, RNS) comme le 

péroxynitrite ou par thiolation de résidus cystéine (Ara et al., 1998; Ischiropoulos, 2003). Les 

formes déphosphorylées de la TH sont plus stables que les formes phosphorylées, ce qui est le 

reflet d’un plus grand turnover de la forme activée, sans doute en raison du caractère neurotoxique 

de la DA à trop forte concentration (Ben-Shachar et al., 2004). Enfin, l’oxygène joue également 

un rôle, d’abord en favorisant l’oxydation de la DA ce qui conduit à une élévation des niveaux de 

dérivés réactifs de l’oxygène (reactive oxygen species, ROS), et aussi en ayant une action directe 

sur l’activité de la TH (Kumar et al., 2003; Studer et al., 2000). 

1.2.1.1.2. Décarboxylation de la L-DOPA en dopamine par la DCAA 

La 2e étape dans la synthèse de DA fait intervenir la décarboxylase des acides aminés 

aromatiques (aromatic amino acid decarboxylase, AADC) qui assure la conversion de la L-DOPA 

en DA par clivage de son groupement carboxyle, en utilisant le phosphate de pyridoxal (vitamine 

B6) comme cofacteur (Blaschko, 1942)(figure 10). La DCAA n’est pas spécifique de la DOPA, 

mais peut catalyser également d’autres acides aminés aromatiques comme la L-tyrosine, L-

tryptophane et L-histidine et donc rentre en jeu dans la synthèse d’autres neurotransmetteurs. 

La DCAA est régulée au niveau transcriptionnel par épissage alternatif (O’Malley et al., 1995) 

et au niveau post-transcriptionnel par phosphorylation (Duchemin et al., 2000) et par l’activation 

des récepteurs dopaminergiques D1, rendant son activité dépendante des niveaux en DA (Rossetti 

et al., 1990; Hadjiconstantinou et al., 1993; Cumming et al., 1997). Ainsi, l’utilisation 

d’antagonistes dopaminergiques permet d’augmenter l’activité de la DCAA, tandis que des 

agonistes vont la diminuer (Hadjiconstantinou et Neff, 2008). Il est cependant à noter que 

contrairement à la TH, qui est l’enzyme limitante dans la synthèse de DA, la forte activité 

catalytique de la DCAA permet le maintien de niveaux très bas de L-DOPA. Pour cette raison, il 

est possible d’augmenter drastiquement les niveaux de DA par l’administration systémique de L-
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DOPA, qui à la différence de la DA, peut traverser la barrière hématoencéphalique via des 

transporteurs des acides aminés de type L (L-amino acid transporter) (Sampaio-Maia et al., 2001). 

 

1.2.1.1.3. Décarboxylation de la tyramine en dopamine par les Cyp2D 

Il existe une voie alternative à la synthèse de DA médiée par des enzymes de la famille des 

cytochromes P450 (CYP450). Dans cette voie, la décarboxylation précède l’hydroxylation : la 

tyrosine est donc décarboxylée en tyramine pouvant être par la suite hydroxylé par les protéines 

Cyp2D, en particulier l’isoforme Cyp2D6 (Bromek et al., 2011, 2010; Hiroi et al., 1998) (figure 

10). Chez le rat, seules 3 isoformes de Cyp2D peuvent assurer cette conversion (Cyp2D2, 2D4, et 

2D18) et étant moins efficace que l’isoforme Cyp2D6, il a ainsi été envisagé que cette voie de 

biosynthèse serait de plus grande importance chez l’humain. Cependant, la contribution exacte de 

cette voie par rapport à la voie classique n’est pas bien connue à l’heure actuelle (Bromek et al., 

2010). 
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Figure 10. –  Voies de biosynthèse et catabolisme de la dopamine. 

Source : Meiser et al., 2013 
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1.2.1.2. Stockage de la dopamine 

La DA nouvellement synthétisée est ensuite stockée dans des petites vésicules synaptiques 

sphériques (small synaptic vesicles, SSV) d’environ 40 nm ou dans de larges vésicules denses (large 

dense-core vesicle, LDCV), d’environ 70-200 nm, en vue de sa libération (Liu et al., 1994; 

Nirenberg et al., 1995). Cette étape fait intervenir le transporteur vésiculaire des monoamines 

(vesicular monoamine transporter, VMAT) qui, par transport actif, amène à l’intérieur de la 

vésicule une molécule de DA en échange de 2 protons (Chaudhry et al., 2008). Ce processus 

nécessite la présence sur les vésicules de la pompe à proton vésiculaire V-ATPase (dépendant 

du Mg2+) qui permet de générer le gradient électrochimique (ΔμH+) nécessaire au remplissage des 

vésicules (figure 11). 

VMAT existe sous deux isoformes, VMAT1 et VMAT2, encodés par deux gènes distincts 

(SLC18A1 et SLC18A2 respectivement) et différenciés sur la base de leur affinité différente aux 

amines et leur inhibition par des drogues spécifiques. Par ailleurs, malgré une forte homologie de 

séquence, VMAT1 et VMAT2 sont différemment exprimés dans les organes synthétisant les 

amines biogènes (Erickson et al., 1996; Henry et al., 1998). Le VMAT1 (aussi appelé « chromaffin 

granule amine transporter », CGAT) semble présent uniquement dans les cellules endocrines 

périphériques alors que le VMAT2 est exprimé par les neurones et quelques cellules 

neuroendocrines du système nerveux central et périphérique (Eiden et al., 2004; Zanner et al., 

2002). Le VMAT2 peut être bloqué de manière irréversible par la réserpine, ce qui empêche le 

remplissage des vésicules en DA. Par cette propriété, elle a été une drogue de choix pour étudier le 

système dopaminergique, servant autrefois à miner l’akinésie parkinsonienne (Carlsson et al., 

1957) ou bien anciennement à traiter certains symptômes de la schizophrénie causés par un excès 

de DA (Braun, 1960).  

L’intérêt du stockage vésiculaire est double. Premièrement, il facilite la libération de DA aux 

terminaisons par un mécanisme exocytotique. Deuxièmement, le pH acide des vésicules (≈5.6) 

permet de protéger la DA de l’oxydation, pouvant générer un stress pour la cellule (Segura-Aguilar 

et Paris, 2014; Umek et al., 2018; Vergo et al., 2007). Le stress oxydatif est par ailleurs minimisé 

par la formation de complexes fonctionnels associant TH, DCAA et VMAT2 (Cartier et al., 2010). 
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Figure 11. –  Remplissage vésiculaire des monoamines par le transporteur VMAT2. 

 

La pompe V-ATPase génère un gradient électrochimique ΔμH+ à travers la membrane vésiculaire. 

La présence de canaux ioniques perméables au chlore (CCL-3) permet un influx d’ions Cl- qui 

neutralise la charge positive des ions H+, ce qui dissipe le gradient électrique et permet à la pompe 

V-ATPase de transporter plus de protons. Les transporteurs vésiculaires utilisent ce gradient pour 

amener les neurotransmetteurs (DA et autres monoamines) à l’intérieur de la vésicule. Les 

différents transporteurs qui existent s’appuient à des degrés différents sur les deux composantes 

(ΔpH et Δψ) de ce gradient. Le transporteur VMAT2 transporte les monoamines qui sont chargées 

positivement par antiport avec 2 ions H+, et le transport dépend donc essentiellement du gradient 

chimique en proton (ΔpH). Le transport peut être bloqué par certaines drogues, notamment la 

réserpine. Les transporteurs du glutamate VGLUTs, quant à eux, doivent amener une molécule 

chargée négativement à l’intérieur de la vésicule et donc dépendent plus du potentiel de membrane 

Δψ que du gradient chimique. Le cas du transport VGLUT2 est montré ici, car il est exprimé par 

certaines populations de neurones dopaminergiques, qui ont comme propriété de pouvoir colibérer 

le glutamate en plus de la DA. C’est également au sein des vésicules synaptiques que peut 

s’effectuer la conversion de la DA en noradrénaline (NA), catalysée par la dopamine β-

hydroxylase (DβH).  
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1.2.1.3. Libération exocytotique de dopamine 

La libération de DA au niveau des terminaisons synaptiques se fait par exocytose (du grec -exo 

"hors de" et de -kutos "cavité, cellule"), qui a lieu quand des vésicules contenant la DA fusionnent 

avec la membrane plasmique pour relarguer le neurotransmetteur dans le domaine extracellulaire. 

La découverte de ce mécanisme doit beaucoup aux travaux initiaux de Bernard Katz (prix Nobel 

de physiologie et médecine de 1970) sur la jonction neuromusculaire, qui s’intéressaient au 

mécanisme par lequel une impulsion nerveuse était transmise entre le nerf et le muscle (Katz, 

1969). En utilisant des enregistrements électrophysiologiques Katz et ses collègues ont démontré 

que la transmission synaptique est initiée quand un potentiel d’action déclenche une libération de 

neurotransmetteurs (acétylcholine) au niveau de la terminaison axonale. Par ailleurs, Katz montra 

que l'acétylcholine n'était pas relâchée de façon continue, mais par petits paquets, appelés quantum, 

chacun produisant un petit signal dans la fibre musculaire. On sait aujourd’hui (notamment grâce 

à la microscopie électronique) que cela est dû au stockage des neurotransmetteurs dans les vésicules 

synaptiques suivi de leur libération par exocytose. Ce processus dépend notamment de l’activité 

électrique du neurone, du calcium et d’une machinerie universelle incluant notamment les protéines 

SNARE (pour “soluble NSF-attachment protein receptor”) (Söllner et al., 1993; Sudhof, 2004).  

Les sections suivantes vont décrire les grandes étapes de ce processus clé dans la transmission 

synaptique. Il convient cependant de noter que les mécanismes moléculaires de l’exocytose ont été 

à ce jour principalement caractérisés dans des systèmes non dopaminergiques (jonction 

neuromusculaire, neurones corticaux, neurones de l’hippocampe…). L’état actuel des 

connaissances concernant la machinerie exocytotique spécifique au niveau du système DA est 

encore limité (Liu and Kaeser, 2019). 

1.2.1.3.1. Trafic vésiculaire 

La première étape du cycle de vie d’une vésicule synaptique est sa formation au niveau de 

l’appareil de Golgi, suivi de son transport jusqu’aux terminaisons axonales le long des 

microtubules. Ceci se fait par un mécanisme dépendent des protéines motrices de la famille des 

kinésines (transport antérograde) et dynéines (transport rétrograde) et est régulé par des membres 

de la famille des Rab (petites GTPase) situés à la membrane des vésicules (Hirokawa et al., 2010).  

Au niveau des terminaisons axonales, les vésicules synaptiques se remplissent de leurs 

neurotransmetteurs (figure 11) et se regroupent en deux pools : un pool compétent pour la 
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libération (readily releasable pool ou RRP) qui est amarré (« docked ») à la membrane plasmique 

dans des zones dites actives et un pool de réserve qui est lié au cytosquelette (Richards et al., 2000; 

Voglmaier et Edwards, 2007). Les vésicules amarrées aux zones actives peuvent spontanément 

fusionner à la membrane et libérer leur contenu. On parle alors d’exocytose constitutive ou 

spontanée, qui est peu régulée (Burgess et Kelly, 1987). À l’inverse, la forme régulée survient 

lorsqu’une dépolarisation du neurone entraîne l’ouverture de canaux calciques dépendant du 

voltage (voltage-gated calcium channels, VGCC), ce qui déclenche une entrée de calcium et 

l’exocytose (Augustine et al., 1985; Thomas C. Südhof, 2013). 

Les vésicules sont immobilisées au niveau du stock de réserve par l’action de protéines de la 

famille des synapsines, qui peuvent se lier aux vésicules pour les accrocher les unes les autres ou 

au niveau de filaments d’actine du cytosquelette (Fdez et Hilfiker, 2006). La mobilisation des 

vésicules maintenues par la synapsine se fait après phosphorylation de celle-ci par les MAP kinases 

ou la protéine-kinase Ca2+-calmoduline dépendante de type II (CaMKII) (Hosaka et al., 1999). La 

phosphorylation de la synapsine conduit à un détachement de celle-ci des vésicules synaptiques 

permettant leur mobilisation vers le RRP au niveau des zones actives pour initier l’exocytose. 

1.2.1.3.2. Arrimage (docking) 

L’arrimage (docking) consiste en l’étape où les vésicules synaptiques s’alignent avec la 

membrane plasmique au niveau des zones actives. Les mécanismes exacts de ce processus précoce 

ne sont pas encore complètement déterminés, même si l’on sait qu’il est dépendant du calcium et 

met en jeu des complexes de protéines, recrutées séquentiellement sous la dépendance d’un signal 

contrôlé par des petites GTPase de la famille des Rab. Notamment, les membres de la sous-famille 

Rab3 sont exprimés dans les neurones à la surface des vésicules synaptiques et participent à leur 

arrimage (Binotti et al., 2016). 

1.2.1.3.3. Amorçage (priming) 

L’amorçage (priming) constitue une étape importante dans la préparation à la fusion 

membranaire et fait intervenir plusieurs partenaires protéiques importants de la famille des SNARE 

(SNAP Receptor, récepteur des protéines SNAP). On peut faire la distinction selon qu’une protéine 

SNARE se trouve sur la membrane des vésicules (v-SNARE), comme c’est le cas pour la 

synaptobrévine (ou VAMP, vesicle-associated membrane protein), ou sur la membrane plasmique 

(t-SNARE, pour target, cible en anglais), comme c’est le cas pour la syntaxine et SNAP-25 
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(synaptosomal associated protein–25). Ces protéines SNARE s’assemblent pour former un 

complexe macromoléculaire (le trans-SNARE) traversant les deux membranes, ce qui les met en 

étroite apposition. L’importance de ces protéines dans l’exocytose a été notamment démontrée par 

l’utilisation des toxines tétaniques et botuliniques pouvant les cliver et inhibant de fait toute 

libération par exocytose (Blasi et al., 1993a, 1993b; Schiavo et al., 1992).  

Il a été également proposé que les protéines d’échafaudages RIM (Rab3 interacting molecule) 

et Munc-13 (mammalian uncoordinated-13) participent au recrutement des vésicules aux zones 

actives pour les préparer à la libération (Deng et al., 2011; Dulubova et al., 2005). Munc-13 

interagit avec RIM (partenaire de la GTPase Rab3) formant un complexe servant notamment à 

activer localement la machinerie SNARE. Les protéines RIM peuvent également recruter des 

canaux calciques nécessaires à l’exocytose au niveau des zones actives (Kaeser et al., 2011). Munc-

18 (membre de la famille de protéines régulatrices SM pour Sec1/Munc18-like) joue également un 

rôle important durant l’amorçage de par ses interactions avec la syntaxine, la stabilisant et 

contrôlant son orientation spatiale dans le complexe trans-SNARE (Diao et al., 2010). Les protéines 

bassoon et piccolo sont quant à elles importantes pour l’assemblage et l’organisation moléculaire 

des zones actives (Gundelfinger et al., 2016). Enfin, parmi les protéines chaperonnes, on retrouve 

également la protéine CSP-α (cysteine-string protein) qui se lie à SNAP-25, ainsi que la famille 

des synucléines dont les 3 membres (α, β et γ-synucléine) peuvent se lier à la synaptobrévine et les 

phospholipides chargés négativement de la membrane. De par leur rôle de chaperonne, ces 

protéines contrôlent l’assemblage, la maintenance et la dégradation du complexe SNARE (Burré 

et al., 2010; Sharma et al., 2011).  

1.2.1.3.4. Fusion 

La dernière étape de l'exocytose correspond aux rapprochements des membranes vésiculaires 

et plasmiques et à la fusion de celles-ci pour créer un pore par lequel le contenu des vésicules va 

être libéré dans la fente synaptique. Cette étape implique l’arrivé d’un potentiel d’action au niveau 

de l’élément présynaptique ce qui dépolarise le neurone et permet l’ouverture de canaux calciques 

dépendant du voltage et une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium qui agit 

comme signal pour l’exocytose régulée.  

Les protéines de la famille des synaptotagmines (dont le principal isoforme Syt1, est présent à 

la membrane vésiculaire) agissent comme senseur du calcium dans l’exocytose, grâce à leurs deux 
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domaines C2 (homologues à celui de la protéine kinase C) pouvant lier le calcium. En absence de 

calcium, la Syt, en interaction avec la protéine vésiculaire SV2, inhibe la fusion. En présence de 

calcium, un changement de conformation de la Syt conduit à son interaction avec le complexe 

trans-SNARE et les phospholipides de la membrane plasmique, ce qui déclenche l’ouverture du 

pore de fusion et la libération de neurotransmetteurs (Davletov et Südhof, 1993; Xu et al., 2009). 

Notons enfin que les Syts n’agissent pas seules dans la fusion, mais ont pour cofacteur les protéines 

de la famille des compléxines (Jorquera et al., 2012; Tang et al., 2006).  

Le désassemblage des vésicules peut ensuite se faire par séparation de la syntaxine, SNAP-25 

et la synaptobrévine via l’action de l’ATPase NSF (NEM-Sensitive Fusion protein ou protéine de 

fusion sensible à la N-éthylmaléïmide) et ses protéines adaptatrices, les SNAPs (Soluble NSF 

Attachment Proteins, protéines solubles d’attachement de la NSF) (Söllner et al., 1993). 
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Figure 12. –  Représentation schématique de l’exocytose régulée par les protéines SNARE/SM. 

 

Amorçage (Priming) I : La synaptobrévine (protéine SNARE vésiculaire) s’assemble durant 

l’amorçage avec les protéines syntaxine-1 et SNAP-25 (protéines SNARE membranaires) pour 

former le complexe trans-SNARE. Cette étape fait intervenir plusieurs protéines régulatrices 

comme les RIMs ou Munc-13/18. Amorçage II : la fixation des compléxines au complexe trans-

SNARE augmente l’amorçage de ce dernier, le rendant prêt à la fusion. Fusion : suite à l’ouverture 

de canaux calciques dépendants du voltage, des ions Ca2+ viennent se fixer à la synaptotagmine, 

ce qui provoque un changement de conformation rendant possible son interaction avec le complexe 

trans-SNARE et les phospholipides de la membrane. Le rapprochement des membranes vésiculaire 

et plasmique qui en résulte déclenche alors la fusion et la libération du contenu des vésicules. Le 

complexe trans-SNARE peut ensuite être désassemblé par action des ATPases NSF/SNAP et les 

vésicules peuvent être recyclées pour être réutilisées. Adapté de Südhof, 2013. 
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La majorité des mécanismes moléculaires présentés ici ont été démontré à partir d’études 

ayant porté sur l’exocytose rapide des neurotransmetteurs. Seulement une partie de ces acteurs ont 

été caractérisés dans le cas des systèmes neuromodulateurs, comme le système dopaminergique. 

Les protéines SNAP-25, synaptobrévine-2, Syt1, Syt7, SV2, bassoon, RIM, RIM-BP, ELKS et 

Munc 13-1 sont notamment retrouvés dans la plupart des varicosités synaptiques DA (Mendez et 

al., 2011; Liu et al., 2018; Ducrot et al., 2021). La libération de DA s’est montrée par ailleurs 

impactée par l’effet des toxines botuliniques A et B qui clivent SNAP-25 et la synaptobrévine-2 

(Bergquist et al., 2002; Fortin et al., 2006; Hikima et al., 2021), au knock-out conditionnel de RIM 

(Liu et al., 2018), et récemment de Syt1 (Banerjee et al., 2020). L’isoforme Syt11 a par ailleurs été 

impliquée dans le remplissage du pool vésiculaire de DA et pourrait ainsi jouer un rôle dans le 

trafic des vésicules synaptiques (Wang et al., 2018). L’essentiel des connaissances concernant la 

machinerie moléculaire impliquée dans la libération de DA aux varicosités axonales est ainsi 

résumé dans la figure 13.  

Figure 13. –  Machinerie moléculaire impliquée dans la libération axonale de dopamine. 

 

(a) Schéma d’une varicosité dopaminergique (zone active en vert). (b) Protéines SNARE 

dont le rôle a été démontré dans la libération axonale de DA. (c) Senseurs calciques impliqués 

dans l’exocytose des vésicules DA. Syt1 a montré récemment un rôle dans la libération phasique 

de DA tandis que Syt7 a été montré en partie impliqué dans la libération STD (Banerjee et al., 

2020; Mendez et al., 2011; Delignat-Lavaud et al., 2021). Les canaux calciques Cav1 (type-L), 

Cav2.1 (type-P/Q), Cav2.2 (Type-N) et Cav3 (type-T) ont été montré impliqués dans la libération 

axonale (Brimblecombe et al., 2015), ainsi que (d) certaines protéines des zones actives (RIM, 

ELKS2 et Munc13-1) (Liu et al., 2018). Source : Liu et Kaeser, 2019. 
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1.2.1.4. Élimination extracellulaire de la dopamine 

Suite à l’action de la DA libérée sur ses récepteurs postsynaptiques ou autorécepteurs 

présynaptiques (voir section 1.2.2. suivante), la signalisation dopaminergique est arrêtée, soit par 

recapture via un transporteur spécialisé, soit par catabolisme. 

1.2.1.4.1. Recapture de la dopamine 

Après libération, la DA peut être recapturée par l’action du transporteur de la dopamine 

(dopamine transporter, DAT) à la membrane plasmique des neurones dopaminergiques (Eriksen et 

al., 2010; Giros et al., 1991). La DA peut par la suite être en partie recyclée dans les vésicules 

synaptiques par le VMAT2. De cette façon, le DAT joue un rôle clé dans l'arrêt de la signalisation 

dopaminergique et dans le maintien de la réserve de DA libérable. Cela a été notamment démontré 

par l’analyse de souris knock-out pour le DAT, qui montrent un état hyperdopaminergique, 

résultant d’une clairance et d’un stockage vésiculaire de la DA réduits (Giros et al., 1996). 

Le DAT est encodé par le gène SLC6A3 (Solute Carrier Family 6 Member 3) de la famille des 

SLC6, dont font également partie les transporteurs de la noradrénaline, sérotonine, glycine et 

GABA. Ces transporteurs utilisent le gradient transmembranaire du sodium (générer par la Na+/K+ 

ATPase) et un cotransport d’ions Cl- pour déplacer leur substrat à travers la membrane plasmique 

(Chen et al., 2004). En faisant rentrer deux ions Na+ et un ion Cl- par molécule de DA, le DAT 

présente donc une activité électrogénique, pouvant dépolariser les neurones (Carvelli et al., 2004; 

Storch et al., 2004; Zahniser et al., 1997). Il a été proposé qu’en l’absence d’ions ou de substrats, 

le DAT bouge librement dans la membrane plasmique. Lors de la liaison avec le Na+, le DAT se 

trouve alors immobilisé et sa conformation change de manière à rendre compatible la liaison du 

Cl- et de la DA. Une fois le substrat lié au DAT, son transport est assuré selon le gradient 

électrochimique. Ainsi, une hyperpolarisation de la membrane peut faciliter la liaison du Na+ 

extracellulaire et donc le transport membranaire de DA, tandis que la dépolarisation de la 

membrane le réduira.  

Le DAT est par ailleurs la cible principale des psychostimulants tels que la cocaïne et les 

amphétamines (Fumagalli et al., 1998; Giros et al., 1996). La cocaïne agit comme un inhibiteur 

compétitif qui se lie au site de liaison du DAT et bloque ainsi son activité de transport (Beuming et 

al., 2008). L’amphétamine, quant à elle, agit comme un substrat du DAT capable d’inverser la 

direction du transport de DA. Elle peut également dissiper le gradient de protons nécessaire au 
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VMAT2 pour le remplissage des vésicules. Cela conduit ainsi à une libération non vésiculaire de 

DA (indépendante de l’activité) (Sulzer et al., 2005).  

 La régulation du DAT peut survenir par différents mécanismes. La capacité de transport du 

DAT est réduite par l'activation de la protéine kinase C (PKC), pouvant le phosphoryler et 

également accélérer son endocytose par un mécanisme qu’on pense dépendant de la clathrine et de 

la dynamine (Copeland et al., 1996; Vaughan et al., 1997). L’amphétamine peut également causer 

l’internalisation du DAT (Saunders et al., 2000). L’expression et l’activité du DAT peuvent aussi 

être modulées par différentes protéines présynaptiques interagissant avec lui comme PICK1 (PDZ 

domain-containing protein interacting with protein kinase C), Hic-5 ou α-synucléine (Lee et al., 

2001; Torres et al., 2001; Carneiro et al., 2002). Enfin, il a aussi été montré que l’activation de 

l’autorécepteur dopaminergique D2 terminal régule positivement la localisation du DAT à la 

membrane plasmique (Bolan et al., 2007; Chen et al., 2013; Lee et al., 2007). 

1.2.1.4.2.  Catabolisme de la dopamine 

La DA peut enfin être catabolisée, principalement par l’action de deux familles d’enzymes, les 

monoamines oxydase (MAO) et les catéchol-O-méthyltransférase (COMT) (voir figure 10). 

Les MAO se retrouvent au niveau de la membrane interne des mitochondries, dans le SNC 

(neurones, microglies et astrocytes) et en périphérie. Il existe deux isoformes encodées par deux 

gènes distincts : les MAO-A et MAO-B (Bach et al., 1988). La DA présente une affinité identique 

pour les deux formes, mais il existe des différences interespèces. Ainsi, la DA sera principalement 

oxydée par la MAO-B chez l’humain, mais par la MAO-A chez le rat (Napolitano et al., 1995). 

Ces enzymes (avec leur cofacteur Flavine Adénine Dinucléotide, FAD) catalysent la déamination 

oxydative de la DA pour produire du peroxyde d’hydrogène et du 3,4-

dihydroxyphénylacetaldéhyde (DOPAL). Celui-ci pourra ensuite être inactivé, soit par réduction 

en 3,4-dihydroxyphényléthanol (DOPET) par l’alcool déhydrogénase (ADH), soit par oxydation 

en acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) par aldéhyde déshydrogénase (ALDH).  

La catéchol-O-méthyltransférase, quant-à-elle, catalyse une méthylation d'un des deux 

groupements hydroxyle du noyau catéchol du DOPAC en acide homovanilique (HVA), le principal 

produit de dégradation de la DA. Il en existe deux isoformes encodées par un seul gène (Tenhunen 

et al., 1994) ; une forme cytoplasmique soluble S-COMT localisée dans les cellules gliales et en 
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périphérie, et une forme membranaire M-COMT retrouvée au niveau du réticulum endoplasmique 

rugueux des neurones. 

1.2.2. Neurotransmission de la dopamine 

 

1.2.2.1. Récepteurs de la dopamine 

Une fois libérée, la DA exerce son action via des récepteurs appartenant à la superfamille des 

récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) à 7 domaines transmembranaires. Il n’existe aucun 

récepteur ionotrope pour la DA chez les mammifères (mais voir Ringstad et al., 2009pour un 

récepteur ionotrope activé par la dopamine chez C. elegans). Selon la nature de la protéine G du 

récepteur, la transduction du signal qui en résulte sera différente (voir 1.2.2.2). Le classement des 

récepteurs dopaminergiques s’est établi en deux groupes selon leurs propriétés structurales, 

biochimiques et pharmacologiques : la famille des récepteurs D1 (D1R et D5R) et la famille des 

récepteurs D2 (D2R, D3R et D4R) (Beaulieu et Gainetdinov, 2011; Kebabian et Calne, 1979). À 

cause du manque de ligand spécifique pour chaque sous-type de récepteurs (en particulier D5), 

l’hybridation in situ et l’autoradiographie ont été beaucoup utilisé initialement pour étudier la 

distribution des ARNm des récepteurs dopaminergiques dans le cerveau. Leur localisation 

subcellulaire dans les différentes régions a ensuite été précisée par le développement d’anticorps 

en immunohistochimie, bien que ces derniers manquent encore de spécificité, en particulier pour 

le D2 (Bodei et al., 2009; Stojanovic et al., 2017). Les différentes propriétés des récepteurs 

dopaminergiques sont présentées dans le tableau 1. 
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Tableau 1. –  Propriétés génétiques, structurelles et pharmacologiques des sous-types de 

récepteurs dopaminergiques (chez l’humain). 

 

 

Sources : Beaulieu et Gainetdinov, 2011 et Mishra et al., 2018 

Sous-type de 

récepteur DA 
D1 D2 D3 D4 D5 

Gène DRD1 DRD2 DRD3 DRD4 DRD5 

Localisation 

chromosomique 
5q35.1 11q23.1 3q13.3 11p15.5 4p16.1 

Nombres d’introns 

dans la région 

codante 

Aucun 6 5 3 Aucun 

Pseudogènes Aucun Aucun Aucun Aucun 
DRD5P1, 

DRD5P2 

Présence de variants 

d’épissage 
Aucun 

Oui 

D2S, D2L 
Oui Oui Aucun 

Nombre d’acide 

aminés 
446 

D2S, 414; D2L, 

443 
400 387-515 477 

Poids moléculaire 

(kDa) 
49,300 

D2S, 47,347; 

D2L, 50,619 
44,225 41,487 52,951 

Couplage aux 

protéines G 
Gαs, Gαolf Gαi, Gαo Gαi, Gαo Gαi, Gαo Gαs, Gαq 

Agonistes 

préférentiels 

Fenoldopam, SKF-

38393, SKF-81297 

Bromocriptine, 

pergolide, 

cabergoline, 

ropinirole 

7-OH-DPAT, 

pramipexole, 

rotigotine,  

(+)-PD-128907 

A-412997, ABT-

670, PD-168,077 
Aucun 

Antagonistes 

préférentiels 

SCH-23390, SCH-

39166, SKF-83566 

Haloperidol, 

spiperone, 

raclopride, 

sulpiride, 

risperidone 

Nafadotride, GR 

103,691, GR 

218,231, SB-

277011A 

A-381393, FAUC 

213, L-745,870, 

L-750,667 

Aucun 

Localisations 

Striatum, noyau 

accumbens, bulbe 

olfactif, amygdale, 

hippocampe, substance 

noire, hypothalamus, 

cortex frontal 

Striatum, noyau 

accumbens, 

cortex, 

substance noire, 

VTA, 

hypothalamus 

Striatum, VTA 

bulbe olfactif, 

cortex 

Striatum, îlots de 

Calleja, cortex 

Cortex frontal, 

amygdale, 

hypothalamus, 

noyau 

accumbens 

Fonctions 

Locomotion, 

apprentissage et 

mémoire, attention, 

contrôle de 

l’impulsion, sommeil, 

fonction rénale 

Locomotion, 

cognition, 

attention, prise 

de décision, 

apprentissage 

moteur, fonction 

rénale 

Locomotion, 

apprentissage et 

mémoire, 

attention, 

sommeil, 

comportement 

de reproduction 

Locomotion, 

cognition, 

attention, contrôle 

de l’impulsion, 

sommeil, 

régulation de la 

prise alimentaire 

Cognition, 

contrôle de 

l’impulsion, 

sommeil, 

comportement 

de 

reproduction 
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1.2.2.1.1. Famille D1 

Les deux membres de la famille D1, les sous-types D1 et D5, sont couplés positivement à 

l’adénylate cyclase. Leur activation conduit donc à stimuler une protéine de type Gαs ou Gαolf 

dont la sous-unité α peut activer l’adénylate cyclase responsable d’une augmentation de la 

production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)(Hervé et al., 1993).  

Les récepteurs D1 et D5 sont génétiquement distincts, ayant 80% d’homologie dans leur 

séquence transmembranaire (Missale et al., 1998; Sunahara et al., 1991). Cela leur confère des 

propriétés pharmacologiques différentes (voir tableau 1). Par ailleurs, le récepteur D5 présente une 

affinité pour la DA 10 fois plus élevée que pour le récepteur D1 (Sunahara et al., 1991).  

Les récepteurs D1 et D5 se trouvent aussi différemment distribués dans le cerveau (Bergson et 

al., 1995; Sung Choi et al., 1995). Le récepteur D1 est le récepteur dopaminergique le plus 

fortement exprimé dans le cerveau (Dearry et al., 1990; Fremeau et al., 1991; Weiner et al., 1991). 

Les ARNm du récepteur D1 ont été trouvés dans le striatum (noyau caudé-putamen et noyau 

accumbens), le tubercule olfactif, l’amygdale, le cortex frontal et dans une moindre mesure dans 

l’hypothalamus, le thalamus et le cervelet. Le récepteur D5 en comparaison au D1 est peu exprimé 

dans le cerveau, avec une distribution restreinte à l’hippocampe; les noyaux mamillaires latéraux 

et le thalamus (Meador-Woodruff et al., 1992), bien que la protéine a pu être retrouvée également 

dans le cortex cérébral, le striatum et dans une moindre mesure la substance noire (Huntley et al., 

1992; Rappaport et al., 1993; Sung Choi et al., 1995).  

Par ailleurs, les récepteurs D1 et D5 présentent une localisation majoritairement 

extrasynaptique, se retrouvant peu ou pas sur les neurones dopaminergiques eux-mêmes. Dans le 

striatum on les retrouve essentiellement au niveau des neurones épineux moyens GABAergiques 

(MSN) qui coexpriment la substance P et la dynorphine (Bergson et al., 1995; Huang et al., 1992; 

Smiley et al., 1994a).  

1.2.2.1.2. Famille D2 

Les membres de la famille D2, les sous-types D2, D3 et D4, sont couplés négativement à 

l’adénylate cyclase. Leur activation conduit donc à stimuler une protéine de type Gαi/o dont la 

sous-unité α va inhiber l’activité de l’AC et donc la production d’AMPc. Au niveau de la séquence 

de leur domaine transmembranaire, les récepteurs D3 et D4 ont respectivement 75% et 53% 
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d’homologie avec le récepteur D2. Les plus hauts niveaux d’expression des récepteurs D2 se 

retrouvent dans le striatum, le noyau accumbens et le tubercule olfactif. On retrouve également des 

niveaux significatifs dans la substance noire, la VTA, l’hypothalamus, les aires corticales, le 

septum, l’amygdale et l’hippocampe. Par ailleurs, le récepteur D2 possède deux isoformes : une 

forme courte D2s (short), majoritairement exprimée au niveau présynaptique et jouant le rôle 

d’autorécepteur et une forme longue D2L (long), retrouvée majoritairement au niveau 

postsynaptique (De Mei et al., 2009; Giros et al., 1989; Usiello et al., 2000; Jomphe et al., 2006). 

Au niveau du striatum on les retrouve essentiellement au niveau des neurones MSN GABAergiques 

qui coexpriment l’enképhaline (Le Moine et Bloch, 1995). On peut ainsi définir au sein du striatum 

deux sous-groupes de neurones MSN sur la base de leur expression en récepteurs dopaminergiques 

et leurs sites de projections (Shuen et al., 2008). Les MSN qui projettent vers le globus pallidus 

interne et la SNr forment la voie striatonigrale directe et expriment sélectivement le récepteur D1. 

Les MSN projetant vers le globus pallidus externe forment la voie striatopallidale indirecte et 

expriment quant à eux le récepteur D2. Cette vision simple est néanmoins complexifiée par 

l’existence de MSNs coexprimant les récepteurs D1 et D2 (Perreault et al., 2011) dont la 

proportion est toujours sujette à controverse. Des études reposant sur l’utilisation des méthodes 

d’hybridation in situ, d’immunohistochimie ou de PCR ont rapporté des pourcentages élevés de 

neurones striataux exprimant les deux récepteurs (Weiner et al., 1991; Meador-Woodruff et al., 

1991; Lester et al., 1993; Le Moine and Bloch, 1995; Yung et al., 1995; Shetreat et al., 1996; 

Surmeier et al., 1996, 1998; Aizman et al., 2000; Aubert et al., 2000). Un nombre de neurones 

MSNs D1/D2 beaucoup plus faible a cependant été détecté chez des souris transgéniques exprimant 

des rapporteurs fluorescents pour le D1 et le D2 (Bertran-Gonzalez et al., 2008; Shuen et al., 2008; 

Thibault et al., 2013; Gangarossa et al., 2013). 

Le récepteur D3 a un patron de distribution plus limité, se retrouvant au niveau du système 

limbique dans des structures telles que le noyau accumbens, le tubercule olfactif, et les îlots de 

Calleja. À des niveaux significativement plus bas, le récepteur D3 est également détectable dans le 

striatum, la SNc, VTA, l'hippocampe, la zone septale, et dans diverses zones corticales (Sokoloff 

et al., 1992). Il a été proposé que le récepteur D3 puisse également jouer le rôle d’autorécepteur 

comme le D2 (Sokoloff et al., 2006), bien que ce résultat n’ait pas été démontré initialement 

(L’hirondel et al., 1998) et qu’il faudrait plus de données pour valider ce rôle. Le récepteur de la 

dopamine D4 a le niveau d'expression le plus bas des récepteurs dopaminergiques dans le cerveau, 
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avec une expression retrouvée dans le cortex frontal, l'amygdale, l'hippocampe, l'hypothalamus, le 

globus pallidus, la SNr et le thalamus.  

1.2.2.2. Voie de signalisation dopaminergique 

Tel que mentionné précédemment, l’activité des récepteurs dopaminergiques passe par une 

action sur différents types de protéines G qui sont des protéines membranaires hétérotrimériques 

présentant 3 sous-unités (α, β et γ). En l'absence de ligand agoniste, la sous-unité α est liée au GDP 

ce qui l’associe fortement aux sous-unités βγ et le complexe trimérique est inactif. En présence 

d’un ligand agoniste (DA), le GDP est échangé pour du GTP, ce qui provoque la dissociation de la 

sous-unité α du complexe βγ. Les différentes sous-unités jouent alors le rôle de molécules de 

signalisation pour activer ou inhiber des effecteurs intracellulaires. Le tableau 2 présente un 

résumé des voies de signalisation des récepteurs dopaminergiques.  

Tableau 2. –  Voies de signalisation des récepteurs dopaminergiques. 

Effecteur 
D1-like D2-like 

D1 D5 D2 D3 D4 

Adénylate cyclase + + − − − 

Hydrolyse de phospholipides + ? +   

Libération d’acide arachidonique   +  + 

Canaux Ca2+   − −  

Canaux K+    + ?  

Échangeur Na+/H+  ? ? + + + 

Recapture de [3H]Thymidine    + +  

Symboles: +, stimulation; −, inhibition; ?, suggéré. 

La première fonction des récepteurs dopaminergiques est la régulation de l’activité de 

l’adénylate cyclase (AC) et donc la production d’AMPc et, secondairement, l’activité de la protéine 

kinase A (PKA). Dans le cas des récepteurs de type D1 (D1 et D5) le couplage à une protéine Gαs 

active l’AC, tandis que dans le cas des récepteurs de type D2 (D2, D3 et D4), le couplage à une 

protéine Gαi/o inhibe l’AC et donc la production d’AMPc. De manière subséquente, l’activité des 

récepteurs dopaminergiques régule ainsi la phosphorylation de plusieurs substrats par la PKA tels 

que les récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA, le facteur de transcription CREB, la 

phosphoprotéine DARP-32 (impliquée dans la plasticité synaptique), ou certains canaux ioniques. 

Par ailleurs, les sous-unités Gαq (D5) et les complexes βγ interviennent également sur d’autres 

voies de second messagers comme l’hydrolyse du phosphatidylinositol par la phospholipase C, la 
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mobilisation des stocks intracellulaires de calcium, la régulation de certains canaux calciques et 

potassiques (notamment à rectification entrante de type GIRK par le D2, qui hyperpolarise les 

neurones), la libération d’acide arachidonique dépendante du calcium, la régulation de l’activité de 

l’échangeur Na+/H+ (régulant le pH et le volume intracellulaire) et de la pompe Na+-K+-ATPase 

(régulant le gradient électrochimique)(Beaulieu et Gainetdinov, 2011; Missale et al., 1998). 

1.2.2.3. Fonctions des récepteurs dopaminergiques 

La DA joue physiologiquement un rôle critique dans de nombreux processus. Le rôle le plus 

largement étudié concerne les effets de la DA sur l’expression du comportement psychomoteur, 

qui est principalement contrôlée par l’activité des récepteurs D1, D2 et D3 (Missale et al., 1998). 

L’activation du récepteur D1, qui est presque exclusivement exprimé sur les neurones 

postsynaptiques, a un effet stimulant modéré sur l’activité locomotrice. Les rôles des récepteurs 

D2 et D3 sont, quant à eux, beaucoup plus complexes, car ils résultent de la combinaison de leurs 

expressions présynaptiques (autorécepteurs) et postsynaptiques.  

Les autorécepteurs présynaptiques fournissent généralement un important mécanisme de 

rétroaction négative qui permet le contrôle des taux de décharges neuronales et sur la synthèse et 

la libération de DA en réponse aux changements des niveaux extracellulaires (Missale et al., 1998; 

Wolf et Roth, 1990). L'activation des autorécepteurs présynaptiques de classe D2 du striatum 

entraîne une diminution de la libération de DA entraînant à son tour une diminution de l'activité 

locomotrice, tandis que l'activation des récepteurs postsynaptiques stimule au contraire la 

locomotion. Comme les autorécepteurs de classe D2 sont généralement activés par une 

concentration d'agonistes dopaminergiques plus faible que celle nécessaire à l’activation des 

récepteurs postsynaptiques, le même agoniste peut induire un effet biphasique : entraînant une 

baisse d'activité à faible dose et une activation comportementale à forte dose (Eilam and 

Szechtman, 1989). Bien que le récepteur D2 semble être le type prédominant d'autorécepteur 

impliqué dans la régulation présynaptique de la décharge neuronale; la synthèse et la libération de 

DA via le récepteur de type D3 pourraient également contribuer à la régulation présynaptique de 

la libération tonique de DA (Sokoloff et al., 2006; De Mei et al., 2009), bien que d’autres travaux 

seraient nécessaires pour valider cette fonction d’autorécepteur.  

Les récepteurs D1, D2 et, dans une moindre mesure, les récepteurs D3 de la DA jouent par 

ailleurs un rôle crucial dans les mécanismes de récompense et de renforcement. Ainsi, les 
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récepteurs de la DA sont depuis longtemps un sujet d'intérêt important dans la recherche sur la 

toxicomanie (Sokoloff et al., 2006; Di Chiara and Bassareo, 2007; Koob and Volkow, 2010). Les 

récepteurs D1 et D2 semblent par ailleurs tous deux essentiels à l'apprentissage et aux mécanismes 

de la mémoire, comme la mémoire de travail, principalement contrôlée par le cortex préfrontal 

(Goldman-Rakic et al., 2004; T.-X. Xu et al., 2009). Les récepteurs D3, D4 et, potentiellement, D5 

semblent quant à eux avoir une influence modulatrice mineure sur certains aspects spécifiques des 

fonctions cognitives contrôlées par les zones hippocampiques (Missale et al., 1998; Rondou et al., 

2010; Sokoloff et al., 2006). Au niveau pathologique, le fait que pratiquement tous les 

antipsychotiques possèdent la capacité de bloquer les récepteurs de DA D2, indique que ceux-ci 

sont susceptibles de jouer un rôle critique dans les psychoses observées dans la schizophrénie et le 

trouble bipolaire (Roth et al., 2004; Snyder et al., 1970). 

En général, les rôles physiologiques spécifiques joués par les récepteurs D3, D4 et D5 de la DA 

dans le cerveau demeurent largement méconnus. Les récepteurs D3 semblent exercer des 

influences modulatrices mineures sur plusieurs des fonctions généralement attribuées aux 

récepteurs de la dopamine D2 (Joseph et al., 2002; Sokoloff et al., 2006; Beaulieu et al., 2007). 

Les fonctions des récepteurs dopaminergiques D4 et D5, telles que révélées par les études 

pharmacologiques et génétiques, semblent quant à elles très limitées (Missale et al., 1998; Sibley, 

1999; Rondou et al., 2010). 

D'autres fonctions sont contrôlées en partie par divers sous-types de récepteurs de la DA dans 

le cerveau, comme l'affect, l'attention, le contrôle des impulsions, la prise de décision, 

l'apprentissage moteur, le sommeil, les comportements reproductifs et la régulation de la prise 

alimentaire (Missale et al., 1998; Iversen and Iversen, 2007). À l’extérieur du système nerveux 

central, d’autres fonctions contrôlées par les récepteurs dopaminergiques comprennent l'olfaction, 

la vision et la régulation hormonale, telles que la régulation de la sécrétion de prolactine dans 

l’hypophyse par le récepteur D2, la sécrétion de rénine par le récepteur D1, d'aldostérone par les 

récepteurs D2 et D4 dans le rein, la régulation du tonus sympathique, de la tension artérielle, de la 

vasodilatation et de la motilité gastro-intestinale (Missale et al., 1998; Aperia, 2000; Carlsson, 

2001; Witkovsky, 2004; Li et al., 2006; Iversen and Iversen, 2007). 
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1.2.2.4.  Concept de transmission volumique au compartiment axonal 

Le concept de transmission volumique a émergé à la suite de l’analyse anatomique du 

système dopaminergique, en particulier au niveau des terminaisons axonales du striatum. A ce 

niveau, une majorité des varicosités axonales dopaminergiques semblent ne pas disposer de 

partenaires synaptiques (pas de densités postsynaptiques avec un second neurone) et se terminer 

librement (Freund et al., 1984; Smith et al., 1994; Descarries et al., 1996). Ce constat a amené 

les auteurs à proposer que les neurones dopaminergiques disposent de deux types de sites de 

libération axonale : certains sont « synaptiques » et d’autres (la majorité) « non synaptique » 

ou « asynaptique » (Beaudet and Descarries, 1978; Descarries et al., 1980; Pickel et al., 1981; 

Agnati et al., 1995; Descarries et al., 1996; Bérubé-Carrière et al., 2012; Fuxe et al., 2015; 

Ducrot et al., 2021). Cette organisation structurelle du système dopaminergique a ainsi amené 

au concept de transmission volumique de DA, où celle-ci une fois libérée diffuse vers des 

récepteurs extrasynaptiques, assurant un niveau ambiant de DA dans le striatum, ce qui rappelle 

un mode de sécrétion de type hormonal paracrine. Appuyant ces observations anatomiques, 

l’immunoréactivité des récepteurs D1 et D2 se situe principalement à l’extérieur des synapses 

dopaminergiques (Levey et al., 1993; Sesack et al., 1994; Smiley et al., 1994b; Yung et al., 

1995). Il convient néanmoins de rappeler qu’il existe encore aujourd’hui des doutes concernant 

la spécificité des anticorps dirigés contre les récepteurs dopaminergiques (Bodei et al., 2009; 

Stojanovic et al., 2017). Une diffusion lente et imprécise de la DA est également compatible 

avec le fait que les récepteurs dopaminergiques soient couplés à des protéines G dont la 

signalisation est plus de deux fois plus lente que celle des récepteurs ionotropes. Par ailleurs, il 

n’existe aucun récepteur ionotrope activé par la DA connu, il n’y aurait donc pas besoin d’avoir 

un couplage direct et étroit entre une terminaison axonale DAergiquet et une cellule cible, ce 

qui est un argument en faveur du concerpt de transmission volumique. De plus, les données 

électrochimiques, notamment par voltammétrie cyclique, appuient également le fait que la 

transmission volumique est le mode majoritaire de libération. Une contribution majeure a 

notamment été apportée par Rice et Cragg (2008), qui ont modélisé le comportement de la DA 

(diffusion/recapture) après libération sur la base de nombreuses données provenant de 

différents groupes étudiant la libération de la DA. Ils ont conclu que le processus de diffusion 

de la DA était trop rapide pour que le transporteur de la dopamine (DAT) puisse le contrecarrer 

(par recapture hors de l’espace extrasynaptique). Ainsi, le principal mode de communication 
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de la DA semble se faire via une transmission volumique à courte distance, qui peut activer des 

récepteurs dopaminergiques dans une portée de 7-8 μm. 

1.2.2.5. Activité tonique et phasique des neurones dopaminergiques 

Nous avons vu précédemment que les données d’électrophysiologie indiquent 

l’existence de deux modes de libération déclenchés par des potentiels d'action. En premier lieu, 

une libération tonique qui génère une augmentation légère et généralisée de la DA 

extracellulaire via la décharge spontanée (« pacemaker ») et non synchrone de certains 

neurones dopaminergiques (Grace, 2016). Il est estimé que 50 à 98% des neurones DA 

présentent une activité de décharge tonique in vivo (Dai and Tepper, 1998; Floresco et al., 

2003). En second lieu, il existe une libération phasique entraînant une augmentation rapide et 

transitoire de la DA libérée, via une décharge synchronisée en rafale (Grace, 2016). Elle est 

généralement causée par une activation de récepteurs NMDA via des connexions excitatrices 

sur les neurones DA, à la suite de stimuli environnementaux (Floresco et al., 2003; Zweifel et 

al., 2009). Dans cette idée, la libération tonique engendrerait une libération volumique de DA, 

lente et spatialement imprécise, tandis que la libération phasique favoriserait une signalisation 

plus rapide (inférieure à la seconde) et spatialement plus localisée de la DA (Floresco et al., 

2003; Marcott et al., 2014a; Yagishita et al., 2014; Howe and Dombeck, 2016). Cela est 

possible notamment de par la présence de sites de libération clairsemés (≈30% des varicosités 

chez la souris), présentant des zones actives spécialisées (Liu et al., 2018).  

Il a été proposé que la libération tonique de DA génère des pics de DA transitoires et de 

courtes durées (quelques ms) au niveau de petits sous-ensembles de varicosités actives. La DA 

libérée diffuse rapidement et est recapturée par le DAT. C’est cette balance qui détermine les 

niveaux extracellulaires mesurés qui sont de l’ordre de 2 à 20 nM dans le striatum (Cragg and 

Rice, 2004; Chefer et al., 2009; Burrell et al., 2015; Yee et al., 2019). Ces niveaux sont 

normalement inférieurs au seuil d’activation de la plupart des récepteurs dopaminergiques 

(Bowery et al., 1994; Marcott et al., 2014b; Nair et al., 2015; Yapo et al., 2017), mais la 

sommation de ces pics de DA de courtes durées pourrait jouer sur l’activation des récepteurs. 

Il est aussi à noter que seulement 70% de la DA extracellulaire mesurée par la technique de 

microdialyse intracérébrale est causée par l’activité électrique des neurones (Liu et al., 2018; 

Banerjee et al., 2020). Les 30% de relâche restante sont indépendants des potentiels d'action et 
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des protéines de zone active RIM, MUNC13 et Syt1 et pourrait, par exemple, s'expliquer par 

une fusion vésiculaire spontanée.  

La libération phasique de DA, quant à elle, est une importante forme de codage de la 

neurotransmission dopaminergique, qui se produit lorsqu’un grand nombre de sites de 

libération sont activés simultanément (décharges synchrones). Les mécanismes de recapture 

sont alors temporairement dépassés et l’élévation rapide des niveaux extracellulaires de DA (de 

l'ordre du µM chez le rongeur) pourrait ainsi conduire à l’activation de récepteurs DA 

postsynaptiques (« varicosités synaptiques »), mais également ceux éloignés des sites de 

libération. L’activité du DAT entre les différents sites de libération pourrait venir contrôler les 

caractéristiques spatio-temporelles de la signalisation phasique de DA (Cragg and Rice, 2004). 

1.3. Libération somatodendritique de dopamine 

 

1.3.1. Aspects historiques et méthodologiques 

L’étude du système dopaminergique a été permise en grande partie grâce aux améliorations 

au cours des dernières décennies des techniques permettant la détection et la mesure de la DA, que 

ce soit in vivo ou in vitro. Ces améliorations ont notamment abouti à la découverte de la libération 

somatodendritique dont nous allons maintenant voir les aspects historiques. 

Comme mentionné en introduction, le développement de la méthode d’histofluoresence de 

Falck et Hillarp a permis la première description des neurones catécholarminergiques dans le 

cerveau (Carlsson et al., 1962; Falck et al., 1962). De par cette approche, la présence de DA a pu 

être établie dans les corps cellulaires et au niveau des dendrites proximales des neurones 

dopaminergiques, mais n’a pas pu être démontrée dans leur arborisation dendritique (Dahlstroem 

et Fuxe, 1964b; Fuxe, 1965a, 1965b). Pour cette raison, il a été initialement supposé que les fibres 

contenant la DA correspondent aux axones des neurones dopaminergiques, et que les renflements 

fluorescents (les varicosités) correspondent à leurs boutons synaptiques. Par la suite, des 

modifications furent apportées à la méthode, avec l’utilisation d’acide glyoxylique pouvant 

provoquer en milieu aqueux l’autocatalyse des catécholamines en une molécule beaucoup plus 

fluorescente qu’avec la méthode originale (Björklund et al., 1972; Lindvall et Björklund, 1974). 
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Fort de cette sensibilité augmentée, Björklund et Lindvall découvrirent alors pour la première fois 

que les neurones dopaminergiques de la SNc de rat présentaient non seulement de la DA dans leurs 

axones, mais également dans leurs dendrites (Björklund et Lindvall, 1975), qui projettent et se 

ramifient abondamment dans la pars reticulata (SNr). 

Par ailleurs, par une approche pharmacologique, Björklund et Lindvall furent les premiers 

à constater que les dendrites des neurones dopaminergiques ont la capacité de capturer et stocker 

la DA. En effet, la fluorescence observée dans les dendrites disparait complètement 12-22h après 

injection de réserpine (5 mg/kg), déjà connue à l'époque pour dépléter les vésicules synaptiques de 

leur contenu. Cet effet fut renversé par l’incubation des tranches en présence de 5 μM de DA, 

provoquant un retour de la fluorescence, qui peut également être abolie par le blocage du DAT 

après incubation de 10 µM de désipramine et benztropine. Ces observations de stockage et de 

recapture de la DA par les dendrites étaient également en accord avec d’autres observations de 

l’époque. Parizek et al., (1971) et Cuello et Kelly, (1977) montrèrent en effet par autoradiographie 

que la DA tritiée (3H-DA) injectée de façon intraventriculaire ou stéréotaxique dans la SNc pouvait 

se retrouver de manière subséquente au niveau des dendrites, suggérant sa recapture, tandis que 

Hajdu et al., (1973) observèrent en microscopie éle ctronique la présence de vésicules au sein de 

certaines dendrites, suggérant son stockage. Ces observations amenèrent donc naturellement à 

questionner la capacité des dendrites à libérer la DA. 

Il ne fallut pas attendre longtemps pour apporter les premières preuves de l’existence d’une 

libération somatodendritique (STD) de DA. Geffen et al., (1976), montrèrent tout d’abord ex vivo, 

que la stimulation, avec 23.5 mM de potassium, de tranches de SNc ou de striatum de rat 

préalablement incubées en présence de DA tritiée, permettait d’évoquer la libération de DA. Cette 

libération évoquée était par ailleurs grandement altérée en absence de calcium ou en augmentant 

les concentrations en magnésium, ce qui était déjà connu comme inhibant l’exocytose. Paden et 

al., (1976) et Beart et McDonald (1980) eurent également recourent à la 3H-DA pour démontrer 

l'existence d'une forme de libération STD, respectivement induite par l’amphétamine dans une 

préparation de SNc et par le potassium dans des tranches de VTA de rat. Tagerud et Cuello (1979) 

démontrèrent également de manière plus précise l’existence d’une libération STD de 3H-DA, ex 

vivo, dans des tranches de SNc de rats préalablement lésés au niveau des noyaux du raphé dorsal, 
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afin de s’affranchir de toutes projections sérotoninergiques en direction de la SNc ; ces dernières 

pouvant également capter la DA tritiée. 

L’utilisation de la technique de push-pull canula dans la SNc de chats anesthésiés permit 

d’apporter la première démonstration de la libération STD de 3H-DA, in vivo (Cheramy et al., 

1981; Nieoullon et al., 1977). L’utilisation de divers traitements pharmacologiques contenus dans 

la canule permit en outre de dégager certaines propriétés de cette forme de libération. Celle-ci se 

trouvait augmentée en présence de potassium (dépolarisation), amphétamine (inversion du DAT), 

benztropine (anticholinergique et effet possiblement par blocage du DAT), de neurotransmetteurs 

présents dans la SNc comme la glycine, l’acétylcholine et la sérotonine, et plus surprenamment de 

tétrodotoxine (bloqueur des canaux sodiques voltage-dépendants). La libération STD s’est trouvée 

diminuée en absence de calcium (inhibition de l’exocytose), par traitement à la substance P, de 

diazépam (modulateur allostérique positif des récepteurs GABAA) ou bien par stimulation de 

l’activité de certains neurones établissant des connexions avec la SNc (aires corticales motrices et 

visuelles, noyaux cerebelleux fastigial et dentelé) (Nieoullon et al., 1978a, 1978b).  

Par la suite, l’introduction de nouvelles techniques de détection de la DA permit la détection 

et l’étude in vitro et in vivo de la libération STD de DA endogène. Tout d’abord, la technique de 

microdialyse intracérébrale couplée à une détection électrochimique de la DA par chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC), supplanta la technique de push pull canula et permis 

l’évaluation des niveaux extracellulaires (exogènes ou endogènes) de DA au niveau 

somatodendritique (Bradberry et Roth, 1989; Kalivas et al., 1989; Elverfors et Nissbrandt, 1991; 

Robertson et al., 1991; Santiago et Westerink, 1991, 1992; Heeringa et Abercrombie, 1995; 

Bergquist et al., 2002; Sarre et al., 2004). Cette approche présente l’avantage d’avoir une 

excellente sensibilité (≈200 pM de DA) et spécificité, étant capable de distinguer les différentes 

monoamines et leurs métabolites (Alvarez et al., 1999; Hows et al., 2004). En revanche, son 

principal défaut est une mauvaise résolution temporelle (>1 min, nécessaire aux prélèvements des 

dialysats), la rendant incompatible à l'étude fine des mécanismes d’exocytose (Chen, 2005). Par 

ailleurs, elle présente également une mauvaise résolution spatiale, due à l’utilisation de canules de 

large diamètre (≈200-300 μm) qui occasionnent également des dommages aux sites 

d’implantations, affectant localement la relâche et la recapture de la DA.  
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Les limitations des techniques de microdialyse/HPLC, en particulier sa mauvaise résolution 

temporelle, peuvent être en partie compensées par l’utilisation des techniques d’électrochimie 

comme la voltammétrie cyclique ou l’ampérométrie. Celles-ci reposent sur l’utilisation 

d’électrodes à fibre de carbone de faible diamètre (5-10 μm) sur lesquelles on applique un voltage 

(constant dans le cas de l’ampérométrie, en rampe et de manière cyclique dans le cas de la 

voltammétrie) de manière à provoquer l’oxydation/réduction de composés électroactifs (F. Gonon 

et al., 1978; F. Gonon et al., 1978; Gonon et al., 1980). Il en résulte des courants faradiques 

pouvant être détectés de manière à doser différents composés oxydoréductibles. Les monoamines 

(dopamine, noradrénaline, adrénaline, sérotonine et histamine) étant des composés oxydables, les 

techniques électrochimiques se sont révélées de précieux outils à l’étude de l’exocytose de ces 

neurotransmetteurs (Alvarez de Toledo et al., 1993; Bruns et Jahn, 1995; Chen et Ewing, 1995; 

Chen et al., 1994; Leszczyszyn et al., 1990; Pothos et al., 1998; Wightman et al., 1991; Zhou et al., 

1996). Elles présentent en effet d’excellentes résolutions temporelles (de l’ordre de la ms pour 

l’ampérométrie et de 100 ms pour la voltammétrie) rendant compatible avec l’étude des cinétiques 

rapides de libération/recapture de la DA (Robinson et al., 2008). La résolution spatiale est 

également bonne, le faible diamètre des électrodes permettant une implantation précise dans les 

structures, avec un minimum de perturbations locales. Elles sont en revanche moins sensibles et 

spécifiques que l’HPLC (moins bonne discrimination des composés oxydés), et ne permettent 

généralement pas de mesurer les niveaux de base de DA, servant plutôt à mesurer la libération 

évoquée, bien que des variations récentes de la technique de voltammétrie puissent pallier ce défaut 

(Yee et al., 2019) et que l’ampérométrie puisse également enregistrer des événements spontanés de 

fusion de vésicules (libération quantique).  

La technique de voltammétrie cyclique a ainsi pu être utilisée pour détecter et étudier la 

libération somatodendritique évoquée dans la SNc et VTA (Rice et al., 1994; Iravani et al., 1996; 

Cragg et al., 1997; Cragg et Greenfield, 1997; Chen et Rice, 2001; John et al., 2006; Patel et al., 

2009; Ford et al., 2010; Chen et al., 2011), et spontanée dans la SNc (Yee et al., 2019), tandis que 

l’ampérométrie a été utilisée pour étudier la libération quantique de DA au niveau des somas des 

neurones dopaminergiques (Jaffe et al., 1998; Kim et al., 2008).  

L’essentiel des connaissances que nous avons sur la libération somatodendritique de DA 

provient de l’utilisation de ces techniques électrochimiques, qui se complémentent dans leurs 
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avantages et limitations. Il est toutefois à noter que le développement récent de nouvelles méthodes 

de détection/mesure de la DA pourrait dans un futur proche aider à la compréhension du système 

dopaminergique au niveau physiologique et pathologique. Citons l’utilisation de mesures indirectes 

via l’activation des effecteurs des récepteurs dopaminergiques. Le groupe de Williams et ses 

collègues fut pionnier dans l’utilisation des courants issus de l’autorécepteur D2 comme « bio-

senseur » pour la libération évoquée de DA dans la SNc et VTA (Beckstead et al., 2007; Beckstead 

et Williams, 2007; Ford et al., 2010; Courtney et al., 2012; Ford, 2014). La libération de DA et 

l’activation des récepteurs D2 conduit en effet à une activation de canaux potassiques à rectification 

entrante (G-protein-coupled inwardly rectifying K+, GIRK) générant ainsi des courants inhibiteurs 

postsynaptiques (D2-dependent inhibitory postsynaptic currents, D2-IPSCs) mesurables par une 

approche de patch clamp. Il convient de noter que la nécessité d’utiliser un cocktail d’antagonistes 

des récepteurs glutamatergiques et GABAergiques pour pouvoir isoler les courants D2-IPSCs 

(Beckstead et al., 2004), empêche l’utilisation de cette méthode pour étudier les mécanismes de 

régulation de la libération STD par les projections synaptiques sur les neurones dopaminergiques. 

Notons également que cette approche est dépendante du neurone dopaminergique enregistré. 

Comme nous l’avons vu en introduction, il existe des différences importantes dans les niveaux 

d’expression des canaux GIRK (notamment entre les tiers dorsal et ventral du mésencéphale) qui 

pourraient influencer l’amplitude des courants D2-IPSCs détectés. 

 L’utilisation de rapporteurs cellulaires, comme les CNiFERs (Cell-based neurotransmitter 

fluorescent engineered reporters) est également possible et repose sur la transplantation de cellules 

HEK293 exprimant de façon constitutive les récepteurs dopaminergiques et un indicateur calcique, 

de manière à coupler les voies de signalisation intracellulaire de la DA avec des changements de 

fluorescences mesurables (Muller et al., 2014). Malgré une grande sensibilité, le fait que cette 

approche nécessite la transplantation de cellules fait qu’il n’est possible de mesurer que la 

transmission volumique de DA. La méthode TANGO permet quant-à-elle de mesurer la libération 

endogène de DA en couplant la voie de signalisation de la β-arrestine à l’expression de gènes 

rapporteurs (Barnea et al., 2008; Inagaki et al., 2012; Lee et al., 2017). Dans l’ensemble, bien que 

ces approches présentent d’excellentes sensibilité et spécificité, le temps long d’amplification du 

signal (de quelques secondes à quelques heures) ne permet pas de mesurer les changements rapides 

et physiologiquement pertinents de la signalisation dopaminergiques, ce qui limite leur utilisation. 
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 Récemment, le développement de techniques d’imagerie utilisant des senseurs 

dopaminergiques génétiquement encodés pourrait pallier à ces problèmes. Les senseurs GRABDA 

(G protein-coupled receptor [GPCR]-activation-based DA) (Sun et al., 2018) et dLight (Patriarchi 

et al., 2018) ont été développé en couplant une protéine verte circulaire permutée (cpEGFP) à un 

récepteur dopaminergique humain de sorte que son activation et son changement de conformation 

puisse activer la fluorescence de la GFP, permettant ainsi une détection directe, rapide, sensible et 

spécifique de la DA extracellulaire. Ces senseurs permettent de mesurer en temps réel la DA 

endogène que ce soit dans des tranches de cerveaux ou in vivo. Enfin, ils pourraient permettre une 

plus grande démocratisation de la recherche sur le système dopaminergique, les techniques 

électrochimiques nécessitant souvent un équipement précis et des compétences spécialisées pour 

donner des résultats optimaux. Il est toutefois à noter qu’à l’heure actuelle, il est encore incertain 

si ces senseurs ont la même localisation que leurs récepteurs dopaminergiques natifs. 

1.3.2. Caractéristiques de la libération somatodendritique de dopamine 

1.3.2.1. Dépendance envers l’activité électrique 

La tétrodotoxine (TTX) est une neurotoxine de choix pour l’étude de la dépendance de la 

libération des neurotransmetteurs envers l’activité électrique, par sa capacité à bloquer de manière 

très sélective le pore des canaux sodiques voltage-dépendants impliqués dans la phase ascendante 

du potentiel d’action, empêchant ainsi la conduction de l'influx nerveux. Elle fut ainsi utilisée dès 

les années 70 dans les expériences de push pull canula sur chat anesthésié (Nieoullon et al., 1977). 

Surprenamment, tandis que la libération terminale était inhibée par la TTX, il fut constaté que celle-

ci augmentait au sein de la SNc. Ce résultat fut donc interprété par le fait que les canaux sodiques 

ne sont pas impliqués dans la libération somatodendritique, d’autant que des pics électriques 

dendritiques résistants à la TTX ont par la suite été décrits (Wong et al., 1979; Fukuda and 

Kameyama, 1980; Cheramy et al., 1981).  

Par la suite, différentes études de microdialyse intracérébrale ont démontré au contraire la 

sensibilité de la libération somatodendritique de DA à la TTX (Kalivas et al., 1989; Robertson et 

al., 1991; Santiago et al., 1992; Westerink et al., 1994; Heeringa et Abercrombie, 1995). Cette 

différence avec le résultat original est probablement due à la méthodologie employée. Nieoullon et 

al., ont mesuré la libération de 3H-dopamine nouvellement synthétisée à partir de 3H-tyrosine 
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contenue dans le milieu de perfusion et ont réalisé les mesures quelques heures après l’implantation 

des canules. Or il a été montré que la libération de DA en microdialyse n’est que partiellement 

sensible à la TTX dans les premières heures suivant l’implantation et que l’augmentation des 

niveaux de DA vu par Nieoullon et col., pourrait n’être due qu’aux dommages occasionnaient par 

l’implantation de la canule et par le mode de perfusion rapide de la technique de push pull canula 

(Westerink et al., 1987; Westerink et De Vries, 1988; Santiago et Westerink, 1990).  

Par ailleurs, la sensibilité de la libération somatodendritique de DA à la TTX fut également 

établie in vitro, en culture par HPLC (Fortin et al., 2006) et par dosage radiologique de la 3H-DA 

(Mendez et al., 2011), et ex vivo sur tranche par voltammétrie cyclique (Cragg et Greenfield, 1997), 

HPLC (Elverfors et al., 1997) et par patch clamp et mesure des D2-IPSCs (Beckstead et al., 2004). 

Ces observations suggèrent donc que la libération de DA au niveau STD peut survenir par un 

mécanisme d’exocytose dépendant de l’activité électrique des neurones dopaminergiques.  

Il convient cependant d’établir une distinction entre la libération phasique (évoquée ou 

stimulée) et la libération tonique (spontanée ou basale) de DA. En effet, différentes études ont 

montré que la libération STD tonique de DA est moins dépendante des canaux sodiques voltage-

dépendants que la libération phasique. Ainsi, certains courants D2-IPSCs spontanés ne sont pas 

affectés par le blocage des canaux sodiques (Gantz et al., 2013), et la fréquence des événements 

quantiques mesurés par ampérométrie est seulement réduite de moitié (Kim et al., 2008). Par 

ailleurs, la fréquence des événements ampérométriques et des D2-IPSCs déclenchés par la 

libération spontanée de DA (< 0,1 Hz) est significativement inférieure à la fréquence de décharges 

des neurones de la SNc (2-5 Hz), ce qui pourrait suggérer qu’une partie de la libération quantique 

de DA n'est pas directement associée aux potentiels d'action (Jaffe et al., 1998; Kim et al., 2008; 

Gantz et al., 2013). De plus, les études en culture indiquent également que l’inhibition des canaux 

sodiques par la TTX n’abolit pas complètement la libération STD de DA (Fortin et al., 2006; 

Mendez et al., 2011) et l’infusion locale de TTX in vivo par microdialyse réduit les concentrations 

extracellulaires de DA de seulement 60% (Sarre et al., 2004). Enfin, il a été montré récemment par 

une approche modifiée de voltammétrie cyclique par adsorption (fast‐scan controlled‐adsorption 

voltammetry, FSCAV), permettant de détecter la concentration extracellulaire basale (non stimulée) 

de DA dans la SNc de rat, que celle-ci n’est pas dépendante des potentiels d’action (n’est pas 

sensible à la TTX) et ne corrèle pas avec la fréquence de décharge spontanée des neurones de la 
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SNc (Yee et al., 2019). La libération évoquée ayant été montrée comme étant abolie par la TTX 

(Cragg and Greenfield, 1997; Beckstead et al., 2004), cela suggère que ces deux processus 

pourraient être régulés par des mécanismes différents. 

1.3.2.2. Dépendance envers le calcium 

L’examen de la dépendance envers l’activité électrique (potentiels d’action) de la libération 

STD de DA a permis de mettre en évidence que si la libération spontanée n’était que peu 

dépendante des courants sodiques, la libération évoquée, elle, l’est beaucoup plus. L’observation 

de ces deux modes de libération pose la question de leur nature exocytotique et donc amène à 

questionner le rôle joué par le calcium et par les conductances calciques dans ce processus, étant 

le signal déclencheur habituel de l’exocytose. 

1.3.2.2.1. Conductances calciques 

L’examen électrophysiologique des neurones dopaminergiques de la SNc a permis de 

révéler que ces derniers, en plus de leur conductance sodique responsable des potentiels d’action, 

présentent également deux conductances calciques, capables de générer des potentiels d’action 

calciques (résistantes à la TTX et sensibles au cobalt) (Llinás et al., 1984). Une première 

conductance, à bas seuil (low threshold spike, LTS) est inactivée au potentiel de repos et s’active 

par hyperpolarisation membranaire. La seconde, à haut seuil (high threshold spike, HTS) est 

responsable des pics électriques au niveau des dendrites, que l’on observe également dans d’autres 

types de neurones. De fait, la libération STD par les neurones dopaminergiques dépendrait non 

seulement de leur capacité de pacemaker (capacité à générer des potentiels d’action), mais 

également d’autres voies de régulation de l’excitabilité de la membrane, c’est-à-dire via les 

différentes projections afférentes que reçoivent les neurones dopaminergiques. Bien que les 

mécanismes exacts ne soient pas connus, on sait par exemple que la sérotonine et l’acétylcholine, 

libérés dans le mésencéphale ventral, peuvent augmenter ces conductances calciques et donc 

influer sur la libération STD de DA (Nedergaard et al., 1988, 1989). 

Un modèle peut ainsi se dégager de ces études portant sur les conductances voltage-

dépendantes dans les neurones de la SNc (et à fortiori VTA) (figure 13). Les neurones 

dopaminergiques présentent une composante sodique située au niveau de l’axone et une 

composante calcique au niveau des dendrites (également décrit par Grace, 1990; Grace et Bunney, 
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1995). Des conductances Na+ et K+ sont détectables à la membrane somatique. La conductance 

calcique LTS, qui est inactivée au repos, est probablement localisée dans la partie proximale de 

l’arborisation dendritique, tandis que la conductance calcique HTS est plus probablement localisée 

dans sa portion la plus distale. Des canaux potassiques insérés entre ces deux types de conductances 

les isoleraient l’une de l’autre de sorte qu’on aurait deux compartiments fonctionnels relativement 

indépendants.  

Les neurones dopaminergiques pourraient alors selon ce modèle fonctionner de deux 

façons. Tout d’abord, la dépolarisation au niveau des corps cellulaires génère des potentiels 

d’action rapides qui n’envahissent pas très efficacement les dendrites, mais servent à activer leurs 

axones. Ceci est d’ailleurs soutenu par les études ayant montré que la libération STD de DA était 

relativement insensible à la propagation antidromique des potentiels d’action (Chiodo et al., 1984; 

Nissbrandt et al., 1985). En revanche, lorsque le soma est hyperpolarisé, la conductance LTS peut 

s’activer, qui en retour active la conductance HTS le long de l’arborisation dendritique. Cette 

dernière peut également être activée en réponse à des inputs synaptiques (sérotonine, 

acétylcholine…), qui n’implique ni les conductances LTS ou somatique. Ainsi les conductances 

calciques dans les dendrites pourraient participer pour beaucoup à la libération STD de DA 

dépendante du calcium. Par ailleurs, la capacité de ces courants calciques à se produire en présence 

ou en absence de potentiels d’action dépendant du sodium expliquerait la difficulté de corréler les 

changements de libération STD de DA avec les changements de fréquence de décharge des 

neurones.  
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Figure 14. –  Modèle de conductances ioniques dans la SNc et leur probable distribution dans 

l’espace. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au niveau somatique : conductances générant le potentiel d’action (gNa et gK). Au niveau des 

dendrites proximales : la conductance générant des pics calciques à bas seuil (LTS), la 

conductance K+ calcium dépendant et probablement la conductance K+ des canaux à rectification 

entrante GIRK. Au niveau des dendrites distales : la conductance générant des pics calciques à 

haut seuil (HTS). Les conductances calciques LTS et HTS seraient toutes deux impliquées dans la 

libération STD de DA. Adapté de Llinás et al., 1984. 

1.3.2.2.2. Dépendance envers le calcium extracellulaire 

La dépendance de la libération STD de DA vis-à-vis du calcium extracellulaire fut établie 

dès sa mise en évidence par Geffen en 1976, puis confirmée à de nombreuses reprises par la suite, 

essentiellement par les études en voltammétrie cyclique, en modifiant les concentrations 

extracellulaires de calcium dans les milieux d’incubation (Geffen et al., 1976; Beart and 

McDonald, 1980; Kelly et al., 1985; Bull et al., 1990; Rice et al., 1994; Westerink et al., 1994; 

Elverfors et al., 1997; Rice et al., 1997; Bergquist et al., 1998; Chen and Rice, 2001; Beckstead et 

al., 2004; Fortin et al., 2006; Beckstead et al., 2007; Ford et al., 2010; Mendez et al., 2011).  

Une propriété intéressante s’est cependant dégagée de certaines études : la libération 

somatodendritique évoquée de DA présente une sensibilité au calcium différente de la libération 

axonale (figure 14). En effet, chez le cobaye, elle persiste en condition où les niveaux 
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extracellulaires de calcium sont faibles, à des niveaux où la libération terminale est abolie (0 et 0.5 

mM de calcium)(Rice et al., 1994, 1997; Hoffman et Gerhardt, 1999; Chen et Rice, 2001; Chen et 

al., 2011). La libération évoquée dans des tranches de SNc et VTA est apparue déjà à plus de la 

moitié de son niveau maximal en condition 0 calcium et maximal à 1.5 mM. En comparaison, la 

libération terminale a continué d’augmenter entre 1.5 et 3 mM de calcium. Une incubation 

prolongée dans du milieu sans calcium et contenant en plus un chélateur du calcium (EGTA)(Rice 

et al., 1997, 1994) ou via l’utilisation d’un bloqueur non sélectif des canaux calciques (100 µM de 

cadmium)(Patel et al., 2009) sont nécessaires pour arriver à bloquer complètement la libération 

STD de DA.  

Cette différence de sensibilité entre libérations STD et terminale pourrait être due à des 

différences de modulation de la libération de DA via des projections GABAergiques et 

glutamatergiques (voir section 1.3.5.2). Par exemple, les projections GABAergiques vers la SNc 

sont connues pour inhiber la libération évoquée de DA, tandis que la régulation GABAergique de 

la libération de DA dans le striatum est minimale, laissant une place plus prépondérante à la 

transmission cholinergique qui favorise la libération (Chen et Rice, 2002; Threlfell et al., 2012). 

Ainsi, des augmentations de la libération de GABA dans la SNc de manière dépendante du calcium 

pourraient s'opposer à des augmentations de la libération de DA, bloquant ainsi la libération 

évoquée. Cette hypothèse pouvait s’appliquer dans l’étude initiale du groupe de Rice (Chen et Rice, 

2001) où les auteurs ont utilisé un protocole de stimulation en train dans la SNc, pouvant de fait 

déclencher la libération simultanée de glutamate et GABA modulant en retour la libération de DA 

(Chen et Rice, 2002; Avshalumov et al., 2003; Patel et al., 2009). Cependant, dans une étude plus 

récente du même groupe (Chen et al., 2011), les auteurs ont eu recours à un protocole de stimulation 

unitaire, qui imite des potentiels d’action unique pour évoquer la libération de DA, sans modulation 

simultanée via la libération de glutamate et GABA (Chen et al., 2006), et ils retrouvèrent les mêmes 

résultats de calcium-dépendance somatodendritique vs axonale (figure 15).  

Les auteurs étendirent également leurs observations à la VTA qui présente une dépendance 

au calcium unique, avec une libération évoquée détectable en faible concentration de calcium, de 

manière analogue à la SNc, mais une dépendance au calcium exponentielle quand la concentration 

extracellulaire de calcium augmente (>1 mM), comme observé dans le striatum dorsal et le Nac. 

Cette différence indique que la VTA pourrait présenter une libération somatodendritique et 
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axonale, en accord avec la microanatomie de cette région qui inclut les corps cellulaires des 

neurones dopaminergiques, leurs dendrites, mais également un petit contingent d’axones 

dopaminergiques. En effet, on retrouvrait dans la VTA certains sites de libération provenant de 

collatérales des neurones dopaminergiques, ainsi que des projections synaptiques mineures 

provenant de la SNc (Deutch et al., 1988; Bayer and Pickel, 1990). La SNc au contraire ne 

présenterait pas de sites axonaux de libération de dopamine en provenance de collatérales, et ainsi 

la libération de DA à ce niveau serait purement somatodendritique selon certain auteurs (Juraska 

et al., 1977; Wassef et al., 1981; Matsuda et al., 2009). À noter toutefois que Prensa et Parent 

(2001), après reconstruction de l’arborisation axonale de neurones de la SNc marqués 

individuellement, ont noté qu’un faible contigeant (<10%) présente quelques collatérales axonales, 

qui couvrent néanmoins un territoire important de la SNc et SNr. Il convient aussi de noter que les 

études neuroanatomiques en ME sont limitées et peu quantitatives. Elles reposent de plus sur 

l’utilisation du marqueur TH qui présente l’inconvénient d’être aussi exprimé dans les terminaisons 

des neurones noradrénergiques, également connus pour innerver le mésencéphale ventral, 

notamment la VTA (Jones et Moore, 1977; Collingridge et al., 1979; Mejías-Aponte et al., 2009). 

À ces différences anatomiques s’ajoutent des différences biochimiques. Le tiers dorsal des 

neurones dopaminergiques de la SNc et la VTA sont enrichis en protéines tampons du calcium, la 

calbindine-D(28k) et la calrétinine, tandis que la majorité du tiers ventral de la SNc ne présente pas 

ces protéines (Sanghera et al., 1994). Or, cette différence a été impliquée dans la dépendance au 

calcium de la libération STD, car de hauts niveaux de calbindine dans les neurones de la VTA 

participent à la régulation de la probabilité de leur libération de DA, celle-ci se trouvant diminuée 

en comparaison des neurones de la SNc exprimant peu, ou pas, la calbindine (Pan et Ryan, 2012). 

Des niveaux élevés de protéines tampons du calcium ont d’ailleurs été associés à un avantage 

neuroprotecteur des neurones de la VTA comparé au tiers ventral des neurones de la SNc qui 

dégénère plus spécifiquement dans des modèles de maladie de Parkinson (Liang et al., 1996). Les 

études du groupe de Rice (Chen et Rice, 2001; Chen et al., 2011) ne précisant pas la localisation 

précise de leurs enregistrements en voltammétrie dans la SNc (tiers ventral ou dorsal), il est donc 

possible que ces différences biochimiques entre SNc et VTA puissent participer à leur sensibilité 

différente vis-à-vis du calcium.  
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Enfin, à la fois dans la SNc et la VTA, la libération STD de DA survenant à basse 

concentration de calcium pourrait refléter des sensibilités différentes dans les mécanismes de 

libération calcium-dépendant, ce qui inclut les protéines de fusion impliquées dans l’exocytose 

(voir section 1.3.6).  

Il convient également de noter que des différences vis-à-vis de l’entrée de calcium chez les 

espèces de rongeurs ont été rapportées. Certains auteurs ont observé une dépendance identique des 

niveaux extracellulaires de calcium pour la libération de DA dans la SNc, VTA et striatum, chez 

le rat et la souris (Ford et al., 2010; Courtney et al., 2012).  

Figure 15. –  Dépendance au calcium des voies nigrostriée et mésolimbique chez le cobaye.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Dépendance au calcium de la libération de DA dans la voie nigrostriée (B) Dépendance 

au calcium de la libération de DA dans la voie mésolimbique. Les pics de DA évoquée par 

stimulation unitaire (single pulse) à différentes [Ca2+]e, en voltammétrie sur tranches (striatum, 

substance noire pars compacta, noyau accumbens core et aire tegmentaire ventrale) de cobaye, 

ont été normalisés par rapport à la libération obtenue à 1.5 mM de calcium. Que ce soit dans la 

SNc ou la VTA, une moins grande sensibilité au calcium extracellulaire a été constatée pour la 

libération STD que pour la libération axonale. Issue de Chen et al., 2011. 
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1.3.2.2.3. Rôle des canaux calciques voltage-dépendant (VGCCs) 

L’influence des niveaux de calcium extracellulaire sur la libération STD de DA soulève 

ainsi la question de la nature des canaux calciques voltage-dépendant (voltage-gated Ca2+ 

channels, VGCCs) qui pourraient être impliqués dans ce processus. La démonstration la plus 

évidente que l’entrée de calcium est nécessaire a été initialement fournie par l’utilisation de 

bloqueurs non spécifiques des VGCCs comme le cobalt (Co2+), le nickel (Ni2+) et le cadmium 

(Cd2+), qui inhibent la libération STD de DA (Jaffe et al., 1998; Beckstead et al., 2004; Kim et al., 

2008; Patel et al., 2009). Pour le reste, il n’existe pas de consensus quant à l’implication de canaux 

calciques voltage-dépendant spécifiques à la libération STD. Dans les neurones, ces derniers se 

présentent avec différents sous-types : les types -L, N, P, Q, T et R, pouvant être distingués sur la 

base de leur seuil d’activation, leur conductance, leur vitesse d’inactivation et leur sensibilité 

pharmacologique à différentes drogues. Comme le montre le tableau 3 suivant, la variété des 

modèles animaux, techniques de détection de la DA, protocoles de stimulation et doses des 

différentes drogues utilisées, pourraient être la cause des grandes différences observées quant à 

l’effet du blocage des VGCCs sur la libération STD de DA. Ainsi, ces données semblent 

effectivement indiquer une implication des VGCCs, mais la nature exacte des canaux impliqués 

est encore soumise à débat. 

Une vue d’ensemble de cette littérature (tableau 3) permet néanmoins de constater que 

parmi les études ayant porté sur la libération évoquée (stimulée) STD de DA, le groupe de Rice en 

2006 est le seul n’ayant vu absolument aucun effet des différents types de VGCCs, y compris en 

utilisant un cocktail d’inhibiteurs. C’est par ailleurs le seul groupe à avoir procédé à des mesures 

de la libération STD via des stimulations électriques unitaires et non des trains de stimulations, un 

protocole permettant de s’affranchir des modulations exercées par la libération de GABA et 

glutamate en provenance d’autres neurones (Chen et al., 2006). Ces possibles effets indirects 

pourraient également survenir dans les études portant sur la libération spontanée (non simulée) de 

DA, rendant ainsi l’interprétation des résultats difficile. 
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Tableau 3. –  Évaluation de l’effet des VGCCs sur la libération STD de dopamine. 

Modèle 
Méthode de 

détection 
Stimulation Bloqueur (dose) 

VCGG 

impliqué 
Effet Référence 

Souris adulte, 

tranche de 

mésencéphale 

Patch clamp 

(D2-IPSC) 

Train (1-10 

pulses, 40 Hz, 

500 µs) 

ω‐AgaTx (100–200 nM) Type P/Q Sans effet 

Beckstead et 

al., 2004 

ω‐CgTx (1-6 µM) Type-N ▼ IPSC 

Nimodipine (3 μM) Type-L Sans effet 

Cd2+ (300 µM) Tout type IPSC abolie 

Neurones DA 

dissociés de 

tranches de 

SNc de rats 

(P9-P14) 

Ampérométrie 

(+600 mV) 

 

Fréquence 

d’évènements 

spontanés 

Co2+ ou Ni2+ ou Cd2+ (100 

µM) 
Tout type ▼50%  

Kim et al., 

2008 

Cocktail 
Type-L, T, 

N et P/Q 
▼66%  

KCl (60 mM) 

Nifedipine (10 µM) Type-L ▼53% 

Mibefradil (10 µM) Type-T ▼33% 

ω‐CgTx (200 nM) Type-N Sans effet 

ω‐AgaTx (200 nM) Type-P/Q Sans effet 

Cocktail Tout type ▼65% 

Cobayes, 

jeunes adultes, 

tranches de 

SNc 

Voltammétrie  

(-07V;+1.3V à 

800 V/s) 

Train 30 pulses 

10 Hz (0.1ms, 

0.6–0.8 mA) 

Cd2+ (100 µM) Tout type 
[DA]o 

abolie 

Patel et al., 

2009 

Cobayes, 

jeunes adultes, 

tranches de 

SNc 

Voltammétrie  

(-07V;+1.3V à 

800 V/s) 

Pulses uniques 

(1ms, 0.6–

0.8mA) 

ω‐CgTx (100 nM) Type-N Sans effet 

Chen et al., 

2006 

ω‐AgaTx (15 nM et 200 

nM) 
Type-P/Q Sans effet 

Ni2+ (100 µM) 

Type-T et 

R (non 

spécifique) 

Sans effet 

SNX‐482 (100 nM) Type-R Sans effet 

Nifedipine (20 µM) Type-L Sans effet 

Cocktail (tous) Tout type Sans effet 

Rats adultes, 

SNr 

Microdialyse 

in vivo dans 

SNr 

Mesure directe 

des 

concentrations 

extracellulaires 

de dopamine 

Nimodipine (1,10 et 100 

µM) 
Type-L Sans effet 

Bergquist et 

al., 1998 

ω‐CgTx (0.1, 1 et 10 µM) Type-N 

Sans effet 

(1-10µM) 

▲ [DA]o 

(10 µM) 

ω‐AgaTx (0.1, 1 et 10 µM) Type-P/Q 

Sans effet 

(1-10µM)  

▲ [DA]o 

(10 µM) 

ω‐CgTx et ω‐AgaTx (10 

µM) 

Type N et 

P/Q 
▲[DA]o 

Néomycine* (0.005, 0.05 

et 0.5 mM) 

Type P/Q, 

N et L 
▼[DA]o 

Isradipine (30 nM) 
Type- L 

(Cav1.3)  

▼[DA]extra 

20% 
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Tableau 3. – (suite) Évaluation de l’effet des VGCCs sur la libération STD de dopamine. 

 

* la néomycine est non spécifique ; elle inhibe la formation d’IP3 et donc la mobilisation des 

stocks intracellulaire de calcium.  

 

ω‐CgTx : ω-conotoxine GVIA 

ω‐AgaTx : ω-agatoxine IVA  

 

 

 

 

 

Modèle Méthode de 

détection 

Stimulation Bloqueur (dose) VCGG 

impliqué 

Effet Référence 

Rats adultes, 

SNr 

Microdialyse 

in vivo dans 

SNr 

Mesure directe 

des 

concentrations 

extracellulaires 

de dopamine 

Mibefradil (1, 10 et 100 

µM) 
Type-T 

▲[DA]o (1 

µM) 

▼[DA]o 

(100 µM) 
Bergquist et 

Nissbrandt, 

2003 SNX‐482 (0.1, 1 et 10 µM) Type-R ▼[DA]o 

Ni2+ (40 ou 80 µM) 
Type-T et 

R 
▲[DA]o 

Cobayes 

adultes 

(femelles), 

Tranches de 

SNc 

HPLC des 

milieux 

perfusés 

KCl (30, 45 et 

60 mM) 

Nifedipine (20 µM) Type-L Sans effet 

(Elverfors et 

al., 1997) 

ω‐CgTx (0.1 et 0.5 µM) Type- N Sans effet 

Penfluridol (5 µM) 
Type-T 

(non spe.) 
Sans effet 

Ni2+ (20 µM) 
Type-T et 

R 
Sans effet 

Amiloride (1 mM) 
Type-T 

(non spe.) 

▼[DA]o 

60% 

Néomycine* (350 µM) 
Type-P 

(non spe.) 
DA]o abolie 

ω‐AgaTx Type-P/Q DA]o abolie 

Souris (P0), 

Neurones DA 

en culture (21 

jours) 

Dosage 

radiologique 

de la 3H-DA 

(milieu 0.5 

mM calcium) 

Libération 

spontanée de 

dopamine 

Nifedipine (100 nM) Type-L Sans effet 

Mendez et 

al., 2011 

ω‐CgTx (0.1 et 0.5 µM) Type- N ▼[DA]o 

ω‐AgaTx Type-P/Q ▼[DA]o 

Rats (P21-23), 

tranches de 

SNc 

FSCAV 

Libération 

spontanée de 

dopamine 

Nifedipine (10 µM) Type-L 
▼[DA]extra 

16% 

Yee et al., 

2019 
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1.3.2.2.4. Dépendance envers le calcium intracellulaire 

Comme vu en introduction, la libération de neurotransmetteurs est typiquement déclenchée 

par une élévation des niveaux intracellulaire de calcium [Ca2+]i, causée par un influx de calcium 

extracellulaire après ouverture des canaux calciques voltage-dépendant. Cependant, certaines 

études ont montré que la libération STD dans la SNc persiste à des niveaux submillimolaires de 

calcium extracellulaire (Hoffman et Gerhardt, 1999; Chen et Rice, 2001; Fortin et al., 2006) et est 

résistante au blocage des VGCCs (à des concentrations inhibant la libération axonale) (voir tableau 

3). Ces observations ont conduit à l’hypothèse que cette forme de libération pourrait requérir une 

entrée minimale de calcium dans les neurones, et/ou mobiliser les stocks intracellulaires, qui agirait 

comme un système d’amplification rendant possible l’exocytose (Ludwig et al., 2002).  

Le réticulum endoplasmique (RE) apparaît comme un important site de stockage du calcium 

intracellulaire. Présent dans tous les types de neurones, il forme un système interconnecté et continu 

de tubules et saccules qui s’étendent de l’enveloppe nucléaire jusqu’aux axones et terminaisons 

axonales, ainsi que les dendrites et épines dendritiques (Bayer et Pickel, 1990; Verkhratsky, 2005). 

Il a été montré que dans les neurones dopaminergiques de la SNc, le calcium intracellulaire des 

stocks du RE somatique peut se propager jusqu’aux dendrites via une diffusion luminale rapide 

(Choi et al., 2006). Par ailleurs, des protéines impliquées dans la mobilisation des stocks de calcium 

du RE ont été identifiées en IHC dans les somas et dendrites proximales de neurones 

dopaminergiques de la SNc de cobaye (Patel et al., 2009). Cela inclut la pompe Ca2+-ATPase du 

réticulum sarcoplasmique-endoplasmique 2 (SERCA 2), qui séquestre le calcium cytoplasmique 

au sein du RE, et les récepteurs de l'inositol trisphophate (IP3Rs) et de la ryanodine (RyRs), qui 

intervenant dans le relargage du calcium hors du RE. Par ailleurs, l’utilisation de la voltammétrie 

sur tranche de SNc de cobaye (avec stimulation en train) et une approche pharmacologique visant 

à bloquer ces protéines a permis de montrer leur rôle dans la libération STD de DA (Patel et al., 

2009).  

Il est apparu dans cette étude que les RyRs se regroupent à la membrane plasmique des 

neurones DA, de manière à être prêt à s'activer par une entrée initiale de calcium, amplifiant de fait 

la libération STD de DA lorsque la concentration extracellulaire de calcium est physiologique (1.2 

mM), bien que cette amplification soit perdue à de plus hautes concentrations extracellulaires de 
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calcium (2.4 mM). Cela pourrait suggérer un mécanisme de maintenance de la libération STD dans 

des conditions où l’influx de calcium dans les neurones est faible (libération spontanée de DA). 

L’amplification de la libération STD pourrait quant à elle survenir en aval : le blocage par 

la 2-APB des IP3Rs diminue ainsi la libération de DA, tandis que l’activation des RyRs par l’action 

directe de la caféine l’augmente. Par ailleurs, le système glutamatergique pourrait également jouer 

un rôle à ce niveau, les récepteurs métabotropes de type 1 (mGluR1) étant couplés à la production 

d’IP3. L’utilisation d’un agoniste (DHPG) des mGluR1 a ainsi conduit à une augmentation de la 

libération STD de DA, tandis qu’un antagoniste (CPCCOEt) l’a inhibée.  

Enfin, l’inhibition du SERCA (par l’acide cyclopizonique) a également diminué la 

libération STD de DA évoquée dans la SNc, indiquant un rôle fonctionnel des stocks de calcium 

du RE dans ce processus (Patel et al., 2009). Ce rôle a également été souligné pour la libération 

spontanée (non stimulée) dans des tranches de SNc de rats, au moyen de la technique de FSCAV 

(Yee et al., 2019). Il est cependant à noter une fois de plus des différences selon le modèle utilisé. 

Dans un modèle de culture primaire de neurones dopaminergiques, Mendez et ses collègues (2011) 

ont évalué la libération STD de DA spontanée par dosage radiologique de la 3H-DA en condition 

0.5 mM de calcium, une dose permettant théoriquement d’abolir la libération terminale tout en 

préservant une majorité de la libération STD (Chen et Rice, 2001; Fortin et al., 2006). Dans ce 

modèle, le blocage du SERCA (par la thapsigargine) n’a pas engendré de changement dans la 

libération STD de DA.  

Les données semblent néanmoins dans l’ensemble indiquer que la mobilisation des stocks 

intracellulaires de calcium pourrait agir comme régulateur positif de la libération STD de DA. Des 

élévations globales de [Ca2+]i pourraient, par exemple, conduire à un amorçage vésiculaire accru, 

comme démontré précédemment dans les cellules neurosécrétrices hypothalamiques (Tobin et al., 

2004). 

1.3.3. Stockage somatodendritique de dopamine 

L’origine subcellulaire de la DA libérée dans la région STD fut questionnée aussi tôt que sa 

découverte dans les années 70. Björklund et Lindvall, (1975) qui démontrèrent la capacité des 

dendrites à capturer et stocker la DA suggérèrent l’existence de site de stockages vésiculaires. Bien 

que la libération vésiculaire de catécholamines puisse survenir en l’absence de synapses, comme 
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c’est le cas dans les cellules chromaffines de la médullosurrénale (Wightman et al., 1991), il fut 

constaté que les vésicules sont rares dans le compartiment STD. En effet, les données 

d’ultrastructure en microscopie électronique indiquent qu’au niveau des terminaisons axonales du 

striatum la densité vésiculaire est élevée (Nirenberg et al., 1996a, 1997), mais qu’elles sont en 

revanche peu nombreuses dans les somas et les dendrites (Wilson et al., 1977; Groves and Linder, 

1983; Bayer and Pickel, 1990; M. J. Nirenberg et al., 1996). Certains groupes ont même échoué à 

détecter la présence de vésicules dans le compartiment STD (Mercer et al., 1979; Reubi et Sandri, 

1979), remettant en question le fait que la libération STD de DA puisse survenir par exocytose. 

Cependant, la rareté des vésicules serait compatible avec le fait que, quantitativement, la libération 

STD de DA est au minimum 10 fois moins importante que la libération terminale (Robertson et al., 

1991; Heeringa et Abercrombie, 1995; Rice et al., 1997; Bergquist et al., 2002). La quantité de 

DA libérée par stimulation évoquée semble par ailleurs suivre le patron de densité d'expression de 

la TH : VTA > SNc médiale > SNc latérale (<< striatum) (Rice et al., 1997). 

Néanmoins, il fut également proposé que la DA puisse être stockée dans le réticulum 

endoplasmique et ses « tubulovésicules » associées (saccules du RE lisse) (Parizek et al., 1971; 

Cuello et Kelly, 1977; Mercer et al., 1979; Wassef et al., 1981), en plus de quelques vésicules 

d’allure plus classique (Wilson et al., 1977; Groves et Linder, 1983) (figure 16). Le réticulum 

endoplasmique apparaît en effet comme pouvant contenir de la DA (Groves et Linder, 1983; 

Hattori et al., 1979). Par ailleurs, les tubulovésicules ont été démontrées comme porteuses du 

transporteur vésiculaire de la DA VMAT2, de même que certaines membranes limitantes de corps 

multivésiculaires, possiblement impliqués dans le recyclage des protéines des membranes 

vésiculaires (Melissa J. Nirenberg et al., 1996; Witkovsky et al., 2009). Il convient cependant de 

noter que ces observations ont été effectuées à l’aide d’un anticorps contre VMAT2 dont la 

spécificité n’a jamais été validée. De même, la pompe v-ATPase qui établit le gradient de proton 

nécessaire au transport de la DA par le VMAT2, a également été localisée par IHC au niveau du 

soma et des dendrites proximales des neurones dopaminergiques (Witkovsky et al., 2009).  
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Figure 16. –  Stockage et libération de la dopamine au niveau somatodendritique. 

 

Les dendrites des neurones dopaminergiques contiennent peu de vésicules et la DA est serait 

potentiuellement stockée dans des structures « tubulovésiculaires » ressemblant au réticulum 

endoplasmique lisse. La relâche de DA peut survenir lorsqu’un potentiel d’action entraîne un 

influx de calcium extracellulaire et/ou une mobilisation des stocks intracellulaires de calcium 

contenus dans le RE. La DA est synthétisée par la tyrosine hydroxylase (TH) et peut être 

transportée dans des structures de stockage par le transporteur vésiculaire VMAT2. Adapté de 

Bergquist et Ludwig, 2008. 

Cependant, le mécanisme par lequel la DA est libérée des tubulovésicules n’est à l’heure 

actuelle pas connu. Le blocage du VMAT2 conduisant à une diminution de la quantité de DA 

libérée (Rice et al., 1994; Heeringa and Abercrombie, 1995; Beckstead et al., 2004), peut confirmer 

son rôle dans le stockage de la DA, mais pas dans l’exocytose vésiculaire en elle-même, puisque 

VMAT2 se retrouve dans d’autres organelles. Toutefois, des observations intéressantes concernant 

le métabolisme de la DA ont pu être faites par l’usage de la réserpine qui bloque irréversiblement 

le VMAT2. Les études de microdialyse qui se sont attachées à évaluer les effets de l’injection 

systémique de réserpine sur les niveaux tissulaires de DA dans le compartiment STD ont constaté 

que, effectivement, celle-ci en affecte les niveaux, mais également que la sensibilité à la réserpine 

apparaît moins grande dans la SNc/VTA que dans le striatum dorsal/Nac (Beart et McDonald, 
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1980; Elverfors et Nissbrandt, 1991; Heeringa et Abercrombie, 1995). Par ailleurs, l’examen de 

l’effet de la réserpine dans le temps a révélé que les niveaux tissulaires de DA dans le compartiment 

STD récupèrent de près de 25% en 24 heures, tandis que ceux dans les régions terminales ne 

montrèrent aucune récupération après 24 heures (Elverfors et Nissbrandt, 1991; Heeringa et 

Abercrombie, 1995). Ces données, en addition d’autres études sur le renouvellement de la DA suite 

au blocage des enzymes de dégradation MAO et COMT (Hallman et Jonsson, 1984; Nissbrandt et 

Carlsson, 1987), indiquent donc un métabolisme différent au niveau STD comparé aux 

terminaisons. Celui-ci serait donc caractérisé par une capacité de récupération et un renouvellement 

(turnover) de la DA plus élevé.  

1.3.4. Concept de transmission volumique de dopamine dans le 

compartiment somatodendritique 

En raison des caractéristiques anatomiques des neurones dopaminergiques décrites 

précédemment (faibles voir pas de collatérales axonales dopaminergiques au niveau de la VTA et 

de la SNc), il semblerait donc que la libération STD de DA soit largement non synaptique. En effet, 

les études d’ultrastructures indiquent que le DAT et les récepteurs dopaminergiques sont largement 

extrasynaptiques dans le mésencéphale (Sesack et al., 1994; Yung et al., 1995; M. J. Nirenberg et 

al., 1996, 1997), y compris les récepteurs D1, localisés sur des terminaisons non dopaminergiques 

(Cameron et Williams, 1993; Yung et al., 1995). Ces caractéristiques font que la libération STD de 

DA a été proposée comme disposant d’un mode de neurotransmission par diffusion volumique 

(Agnati et al., 1992; Rice, 2000; Rice et Cragg, 2008). Selon ce modèle, l’efficacité de la 

transmission serait régulée par la diffusion de la DA et les caractéristiques de recapture du 

microenvironnement extracellulaire, avec une contribution négligeable du catabolisme 

enzymatique de la DA (Cragg et al., 2001; Rice et Cragg, 2008). Dans le mésencéphale ventral, 

on constate ainsi des variations selon la région considérée. Ainsi, les taux de recapture de la DA 

apparaissent plus élevés dans la SNr que dans la SNc et VTA, en accord avec le fait que celles-ci 

disposent d’un plus grand nombre de somas et dendrites (donc plus de DA libérée), et l’on a 

également constaté une plus grande efficacité de l’inhibition du DAT dans la SNc que dans la VTA 

(Cragg et al., 1997; Cragg et al., 2001). L’ensemble des données de voltammétrie ont permis au 

groupe de Rice de modéliser l’influence d’une source de DA produisant une libération qui a été 

montrée comme suffisante pour activer les récepteurs dopaminergiques (avec une sensibilité 



69 

 

supposée de 10 nM) à une distance allant jusqu’à 20 µm, avec une demi-vie à cette distance de 

plusieurs centaines de millisecondes (Cragg et al., 2001). Ce modèle a par ailleurs montré que la 

diffusion de la DA plutôt que la recapture est le paramètre le plus déterminant dans le mésencéphale 

(revue dans Rice et Cragg, 2008). 

En contraste avec les données initiales du groupe de Rice, le groupe de Williams qui a 

étudié la libération STD par l’évaluation des courants D2-IPSCs, a montré que ceux-ci semblaient 

largement indépendants de la diffusion (Beckstead et al., 2004, 2007; Ford et al., 2009, 2010; 

Courtney et al., 2012; Gantz et al., 2013). En effet, chez ce groupe, la concentration de DA exogène 

requise pour activer des courants D2-IPSCs comparables à ceux observés avec la libération STD 

évoquée de DA endogène est de l’ordre du micromolaire (Ford et al.,2009), loin des niveaux du 

nanomolaire qui sont attendus pharmacologiquement pour activer les récepteurs dopaminergiques 

(EC50 ~10 nM; Rice et Cragg 2008). Compte tenu du fait que les niveaux extracellulaires de DA 

chutent rapidement avec la distance du site de libération (Cragg et Rice, 2004), ces données 

indiquent donc que l’activation des récepteurs dopaminergiques nécessiterait d’être synaptique ou 

au moins périsynaptique. En accord avec cette idée, les courants D2-IPCSs peuvent être évoqués 

par stimulation unitaire plutôt que par train de stimulation (Beckstead et al., 2004; Ford et al., 

2009; Gantz et al., 2013) suggérant que concentrer la DA dans l’espace extracellulaire n’est pas 

nécessaire à l’activation des récepteurs somatodendritiques. Le décours temporel des D2-IPSCs 

serait ainsi limité par les cinétiques d’activation des récepteurs D2/protéines G/courants GIRK, et 

non par la durée de la diffusion extracellulaire de DA (Ford et al., 2009, 2010, 2014). Très 

récemment, le groupe de Rice, en utilisant cette fois-ci la méthode de détection des D2-IPSCs, a 

démontré que la libération STD de neurones unitaires de la SNc est diminuée en appliquant des 

anticorps anti-canaux sodiques contenus dans la pipette de patch, abolie en appliquant la toxine 

botulinique A (qui clive SNAP-25) et conclu également que la libération STD de DA dans la SNc 

auto-inhibe le neurone qui la libère, selon un mode de communication qui serait alors de type 

autocrine (Hikima et al., 2021).  

Ces données montrent une fois de plus que l’utilisation de méthodes différentes de détection 

de la DA peut engendrer des contradictions. L’utilisation de la voltammétrie permet de mesurer la 

DA qui diffuse à une certaine distance de son point de libération, permettant ainsi d’appréhender 

le concept de transmission volumique. La mesure des courants IPSCs (spontanés ou évoqués) peut 
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se faire via une activation des récepteurs D2 situés à des sites proches d’une source de DA et ainsi 

ils ne dépendraient pas d’une diffusion extensive de la DA (Hikima et al., 2021). Il apparaît 

envisageable que ces résultats ne s’excluent pas l’un l’autre et que les concepts de transmission 

volumique et transmission de type synaptique coexistent dans le mésencéphale ventral (de même 

que dans le striatum). Par exemple, la libération tonique (spontanée) de DA a récemment été 

mesurée dans la SNc de rat à des niveaux de 40-80 nM , qui sont théoriquement suffisants pour 

activer les récepteurs D2 (Yee et al., 2019). Une activation plus extensive des récepteurs 

dopaminergiques pourrait ensuite survenir lors de la décharge en bouffée des neurones 

dopaminergiques ou par libération évoquée rendant favorable une plus grande diffusion de la DA.  

1.3.5. Régulation de la libération somatodendritique de dopamine 

1.3.5.1. Régulation par les autorécepteurs D2 

L’inhibition de la libération axonale de DA par les autorécepteurs D2 présynaptiques joue 

un rôle important dans la régulation des niveaux de DA au niveau du striatum (Cragg et Greenfield, 

1997; Benoit-Marand et al., 2001). Au niveau du mésencéphale les récepteurs D2 sont également 

exprimés et localisés directement sur les somas, dendrites et segments initiaux des axones des 

neurones dopaminergiques de la SNc et VTA (Sesack et al., 1994; Yung et al., 1995; Lebowitz et 

al., 2021). L’inhibition de la libération STD de DA par le D2 a ainsi été documentée dans la SNc 

et la VTA (Cragg et Greenfield, 1997). Dans cette étude, la modulation de la libération STD par 

les récepteurs D2 était moins marquée dans la VTA, ce qui est en accord avec une expression plus 

importante des récepteurs D2 dans le tiers ventral de la SNc (Hurd et al., 1994). Il est cependant à 

noter que le degré de contrôle de la libération STD par l’autorécepteur D2 est beaucoup moins 

important que dans le striatum (Cragg et al., 1997). D’un point de vue mécanistique, la régulation 

de la libération STD de DA par le D2 semble se faire via une hyperpolarisation membranaire des 

neurones dopaminergiques par les canaux potassiques à rectification entrante de type GIRK-2 

(Beckstead et al., 2004). Cette régulation a également été constatée dans le cas de la libération 

spontanée de DA (Yee et al., 2019). Dans cette étude, l’activation des récepteurs D2 par le 

quinpirole a conduit à une baisse des niveaux extracellulaires de DA de manière indépendante de 

l’activité électrique des neurones, car l’effet de cet agoniste subsistait en présence de TTX, 

suggérant ainsi que c’était l’hyperpolarisation de la membrane qui était responsable de l’inhibition 

de la libération de DA et non pas la baisse de fréquence de décharge de ceux-ci. 
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1.3.5.2. Régulation par le glutamate et GABA 

Les principales voies de projections afférentes aux neurones dopaminergiques sont 

glutamatergiques et GABAergiques (Chen et Rice, 2002; Zhou et Lee, 2011), bien que la balance 

entre les afférences excitatrices et inhibitrices diffère entre la SNc et la VTA. Ainsi dans la SNc on 

observe une prédominance de l’innervation GABAergique (Bolam et Smith, 1990), tandis que dans 

la VTA c’est l’innervation glutamatergique qui prime (Charara et al., 1996; Sesack et Grace, 

2010).  

Dans des tranches de SNc, la stimulation unitaire peut évoquer une libération STD qui n’est 

pas affectée par un cocktail d’antagonistes des récepteurs GABAergiques ou glutamatergiques 

(Chen et al., 2006), indiquant une absence de régulation tonique par ces systèmes ex vivo. 

Cependant, quand des trains de stimulation sont employés pour évoquer la libération STD, une 

régulation par le glutamate et le GABA est observée dans la SNc et dans la VTA (Chen et Rice, 

2002). Dans la SNc, l’antagonisme des récepteurs glutamatergiques (AMPA et NMDA) ou 

GABAergiques (GABAA et GABAB) augmentent la libération évoquée par des trains. Quand les 

récepteurs GABA sont bloqués, l’effet de l’antagonisme des récepteurs AMPA est perdu, ce qui 

suggère que l’inhibition de la libération STD de DA par le glutamate se fait via les récepteurs 

AMPA présents sur les cellules et terminaisons inhibitrices de la SNc, en accord avec les données 

anatomiques (Yung, 1998). Dans la VTA en revanche, les projections glutamatergiques ont un effet 

direct sur la libération de DA, car le blocage des récepteurs GABAA, GABAB et AMPA sont sans 

effet sur la libération en train, alors que le blocage des récepteurs NMDA provoque une diminution 

de la libération STD de DA (Chen et Rice, 2002). 

 La libération STD de DA peut aussi être régulée par le glutamate agissant sur les récepteurs 

mGluR1, dont l’expression est abondante dans les neurones dopaminergiques de la SNc (Patel et 

al., 2009). L’étude de Patel a ainsi montré que l’utilisation de train de stimulation pour évoquer la 

libération STD de DA dans la SNc produit également une libération simultanée de glutamate 

activant les récepteurs mGluR1, qui facilitent la libération de DA, comme indiqué par la diminution 

de la libération en présence d’un antagoniste de mGluR1. Cet effet passe par la mobilisation des 

stocks de calcium du réticulum endoplasmique par les récepteurs de l’IP3. Cependant, un facteur 

compliquant l’étude de ce processus est l’activation concomitante de canaux calciques activés par 
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le calcium ayant un effet inhibiteur sur la libération (Fiorillo et Williams, 1998; Morikawa et al., 

2003).  

1.3.5.3. Régulation par le peroxyde d’hydrogène 

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) endogène qui est généré spontanément par l’activité des 

neurones dopaminergiques peut inhiber la libération STD dans la SNc (Chen et al., 2002; 

Avshalumov et al., 2003). Cette inhibition passe par une activation de canaux KATP par le H2O2 qui 

provoque une hyperpolarisation et une diminution de l’activité électrique des neurones 

dopaminergiques (Avshalumov et al., 2005). L’augmentation de l’H2O2 endogène par l’inhibition 

de la GSH peroxidase diminue la libération évoquée par train de stimulation dans la SNc, mais pas 

dans la VTA ce qui indique que des mécanismes de génération ou de régulations de l’H2O2 sont 

différents entre ces deux régions et pourrait participer à la plus grande vulnérabilité des neurones 

de la SNc dans le Parkinson. 

Figure 17. –  Régulation de la libération somatodendritique de dopamine par le glutamate, 

GABA et H2O2. 

 

Dans la SNc, les projections GABAergiques prédominent de sorte que les projections 

glutamatergiques augmentent l’inhibition de la libération via les récepteurs AMPA et NMDA 

présents sur les terminaisons GABAergiques. Dans la VTA, les projections glutamatergiques 

prédominent et augmentent la libération de DA. Celle-ci est également facilitée par le glutamate 

agissant sur les récepteurs mGluRs, qui mobilisent les stocks intracellulaires de Ca2+ via les 

récepteurs de l’IP3, et elle est inhibée par l’H2O2 via les canaux KATP. Issue de Rice et al., 2011. 
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1.3.6. Mécanismes de la libération somatodendritique 

1.3.6.1. Libération par le DAT via un transport inversé 

Le nombre limité de vésicules et la présence du DAT sur les dendrites des neurones 

dopaminergiques ont conduit plusieurs groupes à spéculer sur le fait que la libération 

somatodendritique pourrait être en réalité contrôlée par un mécanisme d’inversion du DAT, qui 

serait donc indépendant de la libération vésiculaire (Leviel, 2001; Nirenberg et al., 1996a,b). 

Comme vu précédemment, l'activité du DAT dépend initialement de l’état de polarisation de la 

membrane et des gradients électrochimiques des substrats transportés. Ainsi, en théorie, n’importe 

quel facteur pouvant faire inverser les gradients ioniques et/ou chimiques des substrats du DAT 

devrait permettre d’inverser le transport membranaire. Le transport inverse de DA a ainsi été 

constaté comme étant le principal mode de libération à la suite de certains traitements 

pharmacologiques ou modifications des gradients électrochimiques. 

1.3.6.1.1. Cas de l’inversion induite par le sodium et le chlore 

En accord avec la stœchiométrie du DAT et de son mode de fonctionnement, une action 

directe sur les gradients des ions Na+ et Cl- qui sont transportés en même temps que la DA peut 

influencer la direction du transport (Sitges et al., 1994; Leviel, 2001). Il a été rapporté qu’une 

diminution des concentrations extracellulaires de sodium ou bien de chlore engendre une 

augmentation de la DA extracellulaire, de manière indépendante du calcium, de la TTX, mais 

pouvant être inhibée par les bloqueurs du DAT (Diliberto et al., 1989; Hurd et Ungerstedt, 1989). 

La perturbation du gradient sodique transmembranaire par des approches pharmacologiques peut 

également induire le transport inverse. C’est le cas par exemple de la ouabaïne qui bloque la pompe 

Na+/K+-ATPase (Archibald et White, 1974) ou de la dépolarisation induite par la vératridine qui 

bloque les canaux sodiques dépendants du voltage en configuration ouverte (Elverfors et al., 1997). 

1.3.6.1.2. Cas de l’inversion induite par l’amphétamine 

L’utilisation de l’amphétamine a beaucoup apporté au concept de transport inverse par sa 

propriété à vider les stocks intracellulaires de DA et la libérer hors de la cellule (Sulzer et al., 1995; 

Jones et al., 1998; Torres et al., 2003). Son action passe par plusieurs étapes (revu par Leviel, 

2001). Tout d’abord, son entrée dans les neurones dopaminergiques, soit par diffusion, soit par 

transport en tant que substrat du DAT, permet son accumulation à l’intérieur des neurones. Une 
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fois entrée, l’amphétamine peut bloquer directement le transporteur vésiculaire VMAT2 et son 

accumulation dans les vésicules détruit le gradient de proton. Ainsi la DA contenue en forte 

concentration dans les vésicules migre selon son gradient chimique vers le cytoplasme et ne peut 

plus être re-empaquetée dans les vésicules. Enfin, l’amphétamine a également la capacité d’influer 

sur le métabolisme de la DA par ses propriétés inhibitrices sur les MAO responsables de la 

dégradation de la DA et est à faible dose stimulatrice de la synthèse de DA. Au total, il en résulte 

une augmentation importante de la concentration cytoplasmique de DA qui pourra ensuite être 

libérée par l’action de l’amphétamine sur le DAT et un gradient chimique de la DA favorable à sa 

sortie des neurones dopaminergiques. 

Il a par ailleurs été constaté que l’augmentation de la DA extracellulaire induite par 

l’amphétamine est proportionnellement moins grande dans la SNc/VTA que dans le striatum/Nac 

(Kalivas et al., 1989; Robertson et al., 1991), ce qui suggère une fois encore que les régions STD 

présentent des stocks intracellulaires de DA moins importants. Une capacité de stockage plus 

faible, associé à un renouvellement de la DA plus élevé, comme suggéré par les études utilisant la 

réserpine, contribueraient ainsi à augmenter le ratio DA cytosolique/DA stockée dans ces régions. 

Même si l’effet de la réserpine en lui-même supporte l’hypothèse d’un mécanisme exocytotique 

pour la libération STD, un ratio plus élevé de DA cytosolique favoriserait quant à lui l’hypothèse 

d’un mécanisme par transport inverse.  

1.3.6.1.3. Cas de l’inversion induite par transmission synaptique 

L’action d’autres systèmes de neurotransmission sur le système dopaminergique a 

également été étudiée. La sérotonine (5-HT) est connue par sa capacité à augmenter les niveaux 

extracellulaires de DA dans le striatum ou dans le mésencéphale (Yadid et al., 1994; Deurwaerdère 

et al., 1995; Campbell et al., 1996; Sills et al., 1999; Liu et al., 2006). Notamment, l’utilisation de 

phenylbiguanide , un agoniste des récepteurs 5-HT de type 3, a permis d’évoquer une libération de 

DA dans le striatum et la VTA, un effet inhibé par la nomifensine (bloqueur du DAT), mais 

insensible à la réserpine et non dépendant du calcium ; des propriétés caractéristiques d’un 

mécanisme par transport inverse (Benuck et Reith, 1992; Campbell et al., 1996; Liu et al., 2006). 

Il a été démontré en effet que la 5-HT pouvait libérer la DA via un mécanisme passant par le DAT 

plutôt que par l’activation des récepteurs sérotoninergiques (Su-Jin et al., 1991; Jacocks et Cox, 

1992). 
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Il en va de même pour le système glutamatergique. L’application de L-glutamate ou de 

NMDA dans le striatum a permis d’élever les niveaux extracellulaires de DA de manière résistante 

à la TTX, insensible à la réserpine, indépendante du calcium et bloquée par des inhibiteurs du DAT 

(Giorguieff et al., 1977; Lonart et Zigmond, 1991; Keefe et al., 1993). Son rôle a ainsi été proposé 

dans le transport inverse de DA. Le glutamate pourrait être co-transporté avec le Na+ et perturberait 

ainsi le gradient sodique, favorisant le transport inverse. Falkenburger et ses collaborateurs (2001) 

ont rapporté, par des approches d’ampérométrie et de patch clamp, que la stimulation des 

projections glutamatergiques du noyau sous-thalamique par le carbachol peut également induire 

une libération dendritique de DA dans la SNc par un mécanisme qui est aboli avec de faibles 

concentrations de GBR-12909, un bloqueur du DAT. L’application locale de 1 mM de glutamate 

dans la SNc a par ailleurs également induit une libération de DA, perdurant partiellement même en 

l’absence de calcium. Cette étude suggère donc que dans certaines situations physiologiques la 

libération STD de DA peut être assurée par un transport inversé.  

Il n’est cependant pas clair de savoir comment ces données peuvent être réconciliées avec 

les études ayant mesuré la libération STD de DA in vitro et in vivo en présence de bloqueurs du 

DAT. En effet, celles-ci montrent sans équivoque que le blocage du DAT conduit à une 

augmentation des concentrations extracellulaires de DA, que ce soit en libération évoquée 

(Beckstead et al., 2004; Chen and Rice, 2001; S. Cragg et al., 1997; Cragg et al., 2001; Elverfors 

et al., 1997) ou spontanée (Santiago et Westerink, 1991; Elverfors et Nissbrandt, 1992; Hoffman 

et al., 1998; Fortin et al., 2006; Mendez et al., 2011; Yee et al., 2019). Ces différences pourraient 

provenir des différents modes de stimulation utilisés, qui pourraient recruter différents mécanismes 

de libération. Une stimulation des neurones par le glutamate ou la vératridine pourrait ainsi induire 

le transport inverse alors que de fortes concentrations de potassium ou la stimulation électrique 

induiraient plutôt l’exocytose vésiculaire dépendante du calcium. Le fait que le transport inverse 

ne soit pas montré comme impliqué dans la libération spontanée de DA, comme cela a été 

récemment démontré par la technique de voltammétrie par adsorption (FSCAV) souligne par 

ailleurs que le transport inverse ne doit pas être physiologiquement le mécanisme principal (Yee et 

al., 2019).  

 Au total, les études présentées ici sont des indices indiquant que le transport inverse de DA 

pourrait exister dans le compartiment STD, mais son rôle physiologique reste incertain. En effet, 
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la majorité des données allant dans le sens de cette hypothèse ont été obtenues par des 

manipulations pharmacologiques qui impactent les gradients électrochimiques des substrats du 

DAT. Dans le cas de l’amphétamine par exemple, il a été rapporté qu’en absence de traitements 

pharmacologiques, la DA endogène cytoplasmique (du striatum tout du moins) n’atteint pas des 

concentrations suffisantes pour un transport inversé (Jones et al., 1998).  

1.3.6.2. Mécanismes exocytotiques de la libération somatodendritique de dopamine 

À l’exception de Falkenburger et al. (2001), il y a peu d’autres arguments allant à l’encontre 

de la proposition initiale de Geffen dans les années 70 que la libération STD de DA soit vésiculaire. 

Malgré certaines contradictions dans la littérature soulignées précédemment, il apparaît que la 

libération STD de DA est dépendante de l’activité électrique (sensible en partie à la TTX), du 

sodium et du calcium (Geffen et al., 1976; Rice et al., 1994; Cheramy et al., 1981; Cragg et 

Greenfield, 1997; Rice et al., 1997; Chen et Rice, 2001; Fortin et al., 2006), sensible à la réserpine 

(Rice et al., 1994; Heeringa and Abercrombie, 1995; Beckstead et al., 2004) et favorisée par le 

blocage du DAT (Santiago and Westerink, 1991; Elverfors and Nissbrandt, 1992; Elverfors et al., 

1997; Rice et al., 1997; Hoffman et al., 1998; Chen and Rice, 2001; Cragg et al., 2001; Fortin et 

al., 2006; Mendez et al., 2011; Yee et al., 2019).  

 Comme vu en introduction, la libération de neurotransmetteur par exocytose est un 

processus faisant intervenir de multiples étapes et un réseau interconnecté de protéines distribuées 

dans différents sites, incluant les vésicules et les zones actives de la membrane plasmique où se 

déroule la fusion. En plus des arguments évoqués plus haut en faveur d’un mécanisme 

exocytotique, il a été également démontré que l’utilisation de toxines botuliniques inhibe la 

libération somatodendritique suggérant un mécanisme dépendant des SNAREs (Bergquist et al., 

2002; Fortin et al., 2006; Ovsepian et Dolly, 2011). Ces observations ont soulevé de nombreuses 

questions, et notamment sur la machinerie moléculaire impliquée dans la libération STD et sa 

similitude avec celle retrouvée au niveau des terminaisons.  

1.3.6.2.1.  Machinerie moléculaire impliquée dans la libération somatodendritique 

À l’heure actuelle, peu d’études se sont attachées à caractériser la machinerie moléculaire 

impliquée dans la libération STD de DA. Il a été montré que la toxine botulinique A (BoNT/A), 

qui clive SNAP-25, diminue la libération STD in vivo (par microdialyse chez le rat), ex vivo 
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(mesure des D2-IPSC en tranche) ou in vitro (dans des cultures primaires de neurones DA de rat) 

(Bergquist et al., 2002; Fortin et al., 2006; Hikima et al., 2021). La toxine botulinique B (BoNT/B), 

qui clive la synaptobrévine 2 (VAMP2), mais pas VAMP-1 chez le rat (Humeau et al., 2000), 

diminue également la libération de DA (Fortin et al., 2006). Cette observation est en accord avec 

l’analyse en immunohistochimie de Witkovsky et al., (2009) qui montrèrent sur tranche de 

mésencéphale de cobaye une abondance de l’immunomarquage de VAMP-2 au niveau du soma, 

et dans une moindre mesure dans les dendrites, mais aucun marquage pour VAMP-1. Bergquist eu 

également recourt à la toxine tétanique et la toxine botulinique B, clivant toute deux VAMP-2, 

mais à la différence de Fortin ne constata aucun effet sur la libération de DA. Il faut toutefois noter 

que Bergquist implanta ses canules de microdialyse dans la SNr, une région ayant montré une 

densité faible de VAMP-2 dans l’étude de Witkovsky. Dans l’ensemble, ces travaux démontrent 

donc un rôle fonctionnel de SNAP-25 et VAMP-2 et supporte ainsi l’idée que la libération STD de 

DA puisse survenir par exocytose. 

Par ailleurs, en accord avec la rareté des vésicules synaptiques dans le compartiment STD 

des neurones dopaminergiques, l’étude immunohistochimique de Witkovsky montra également 

l’absence de certaines protéines associées aux vésicules synaptiques, qu’on retrouve normalement 

abondamment dans les terminaisons. Cela inclut les protéines SV2 a et b (synaptic vesicle protein 

2), la synaptophysine et les synaptotagmines (Syts) 1 et 2 (Witkovsky et al., 2009). La protéine 

SV2c a en revanche été rapportée dans le compartiment STD ainsi que dans les terminaisons au 

niveau du striatum (Dunn et al., 2017). L’étude a montré que le KO de SV2c chez la souris conduit 

à une diminution d’environ 30% de la libération axonale de DA ainsi qu’à des déficits moteurs 

modérés. Elle n’a en revanche pas évalué l’impact du KO sur la libération STD. L’absence de la 

Syt1 dans le soma et les dendrites des neurones dopaminergiques en culture fut quant à elle 

démontrée dans l’étude de Mendez en 2011 (si ce n’est en tant que contacts synaptiques d’autres 

neurones sur les neurones dopaminergiques). L’étude a par ailleurs démontré la présence au niveau 

somatodendritique des isoformes 4 et 7 de la Syt et suggérée leur implication dans la libération 

STD de dopamine (voir sections suivantes).  

Certaines protéines SNARE impliquées dans l’amarrage des vésicules ont aussi été 

rapportées comme absentes, incluant la syntaxine 1a et VAMP1, tandis que la syntaxine-3, VAMP-

2 et SNAP-25 se retrouvent dans le corps cellulaire et les dendrites des neurones dopaminergiques 
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(Witkovsky et al., 2009). Ces données pharmacologiques et immunohistochimiques indiquent donc 

que l’organisation moléculaire de la machinerie exocytotique dans la SNc apparaît comme non 

conventionnelle. Au niveau des synapses rapides, on retrouve couramment un groupe de protéines 

comprenant les syntaxines 1a ou 1b, SNAP-25 et VAMP-1 ou 2 (Söllner et al., 1993; Sudhof, 

2004). Dans les cellules dont la libération de neurotransmetteurs apparaît plus lente, d’autres 

associations ont été découvertes. Par exemple dans les synapses « à ruban » des photorécepteurs, 

Curtis et al., (2008) ont identifié la syntaxine 3b, VAMP-2 et SNAP25, la même triade non 

conventionnelle que celle identifiée par IHC dans les neurones de la SNc de l'étude de Witkovsky. 

À l’instar de SNAP-25 et VAMP-2, l’absence de toxine spécifique pour la syntaxine-3 (la BoNT/C 

clive toutes les isoformes de la syntaxine et dans une moindre mesure SNAP-25 ; Humeau et al., 

2000), rend plus compliquée la démonstration de son rôle fonctionnel dans la libération STD.  

1.3.6.2.2.  Rôle de la famille des synaptotagmines 

La dépendance au calcium particulière de la libération STD de DA (Chen et Rice, 2001; 

Chen et al., 2011) a conduit à l’hypothèse que certaines isoformes de la famille des 

synaptotagmines (Syts) pourraient être impliquées en tant que senseur du calcium dans cette région. 

De façon générale, la Syt consiste en une protéine à 5 différents domaines : un court domaine 

extracellulaire (de 0 à moins de 70 acides aminés), un domaine transmembranaire unique, un 

« spacer domain » de taille variable et un domaine C2 en tandem (C2A et C2B) liant le calcium et 

les phospholipides (Südhof, 2002; Fukuda, 2013). Cette famille comprend actuellement 17 

isoformes, et certaines Syts, par épissage alternatif, n’incluent pas un ou plusieurs domaines. Ainsi, 

parmi les 17 Syts connues, 8 ont l’habilité de lier le calcium (Syt1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, et 10) via leur 

domaine C2, jouant ainsi un rôle démontré ou supposé dans l’exocytose régulée par le calcium 

(Chen et Jonas, 2017). Les fonctions de toutes les Syts sont encore méconnues, allant de rôles aussi 

divers que la régulation de l’exocytose et la libération asynchrone de neurotransmetteurs, au trafic 

intracellulaire ou bien encore la régulation de des processus d’endocytose. Le tableau 4 décrit 

certaines connaissances concernant les localisations et fonctions des différentes Syts dans le SNC 

et les sections suivantes s’attacheront à décrire le lien, avéré ou supposé, de certaines isoformes 

avec le système dopaminergique et la libération de DA.  
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Tableau 4. –  Localisation et fonctions des synaptotagmines dans le SNC. 

Syts 
Localisation 

anatomique 

Localisation 

cellulaire 

Liaison 

au 

calcium 

Fonction Référence 

Syt1 

Larges variétés de synapses 

excitatrices. Toutes les régions 

rostrales du cerveau, la plupart 

des neurones du tronc cérébral et 

de la moelle épinière. Varicosités 

des neurones dopaminergiques 

Neurones, astrocytes (?), 

Vésicules synaptiques 

 

Oui 

(faible 

affinité) 

Senseur calcique pour la 

libération rapide de 

neurotransmetteurs dont la 

libération axonale de DA 

Xu et al., 2007; 

Kerr et al., 2008; 

Mendez et al., 

2011;  

Banerjee et al., 

2020 

Syt2 

Régions caudales du cerveau, 

cellules de Purkinje et cellules en 

panier du cervelet, certains 

neurones du striatum et cortex, 

Neurones, astrocytes (?), 

Vésicules synaptiques 

Oui 

(faible 

affinité) 

Senseur calcique pour la 

libération rapide de 

neurotransmetteurs  

Pang et al., 2006; 

Kerr et al., 2008 

Syt3 

Diffuse dans le SNC, 

Enrichie dans l’hippocampe et le 

cervelet, modérée dans moelle 

épinière et cerveau postérieur 

Neurones, astrocytes (?), 

Membrane plasmique 

Oui 

(forte 

affinité) 

• Fonctions inconnues 

Berton et al., 

1997; Butz et al., 

1999 

Syt4 

 

 

Diffuse dans le SNC,  

enrichie dans le cervelet, 

neurones dopaminergiques,  

Neurones, astrocytes, 

soma, région 

périnucléaire, réseau trans 

golgi, dendrites 

proximales, 

Non 

• Gène précoce immédiat 

• Régulation de l’exocytose : 

neuropeptide (hypothalamus) et 

glutamate (astrocyte) 

• Plasticité à court terme et 

mémoire associative 

(hippocampe) 

• Locus associé avec le 

Parkinson. Substrat de 

Parkin 

• Libération STD dans 

neurones DA en culture 

Ibata et al., 2000, 

2002; Ferguson et 

al., 2004; Zhang 

et al., 2004; 

Mendez et al., 

2011; Do et al., 

2011; Zhang et 

al., 2011; Fukuda, 

2013; Kabayama 

et al., 2017 

Syt5/9* 

Système limbique, ganglion de la 

base et bulbe olfactif (dont SNr, 

stiatum et Nac). Synapses 

striatales 

 

Neurones (astrocytes ?) 

Vésicules synaptiques 

 

Oui 

Senseur calcique pour la 

libération rapide (dans le 

striatum) 

Xu et al., 2007 

Syt6 

Diffuse dans le SNC (à faibles 

niveaux) 

Forte expression dans le bulbe 

olfactif 

Neurones (astrocytes ?) 

Cytosol, membre 

plasmique, membranes 

intracellulaires (RE, 

Golgi) 

Oui  

(forte 

affinité) 

• fonctions inconnues 

Butz et al., 1999; 

Fukuda et 

Mikoshiba, 1999 

Syt7 

Régions rostrales du cerveau et 

cervelet. Enrichie dans 

l’hippocampe 

Présent dans les neurones 

dopaminergiques (culture) 

Neurones (astrocytes?) 

Controversée : 

• membrane plasmique 

présynaptique 

• vésicules à cœur dense 

(cellules endocrines) 

• lysosomes (fibroblastes) 

• Neurones DA en 

culture (somas-

dendrites-axones) 

Oui  

(forte 

affinité) 

• Libération asynchrone 

• Facilitation de la transmission 

synaptique et libération de 

neurotransmetteurs 

• Senseur calcique (à haute 

affinité) pour le remplissage 

vésiculaire et dans les cellules 

chromaffines 

• Exocytose lysosomale 

(réparation des membranes)  

• Libération STD de DA 

Sugita et al., 

2001; Fukuda et 

al., 2002, 2004; 

Maximov et al., 

2008; Mendez et 

al., 2011; Bacaj et 

al., 2013; Liu et 

al., 2014; 

Jackman et al., 

2016; Luo and 

Südhof, 2017; 

MacDougall et 

al., 2018; Tawfik 

et al., 2021) 

* deux séquences différentes de Syt5 ont été rapportées en même temps par deux groupes en 1995, 

et chacune d'entre elles est souvent appelée Syt9 (voir Fukuda et Eisenberg, 2008). Syt5 est par 

exemple appelé Syt9 dans le laboratoire de Thomas Südhof et vice-versa. 

En jaune, les isoformes ayant été étudiées dans le système dopaminergique. 
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Tableau 4. – (suite) Localisation et fonctions des synaptotagmines dans le SNC. 

Syts 
Localisation 

anatomique 

Localisation 

cellulaire 

Liaison 

au 

calcium 

Fonction Référence 

Syt8 
Hippocampe et sinon non 

connue 

Soma de neurones de 

l’hippocampe (culture), 

cytosol et membranes  

Non • Fonctions inconnues 
Monterrat et al., 

2006 

Syt10 

Faible expression dans le 

cerveau, forte expression dans 

le bulbe olfactif (BO), 

Girus dentelé de 

l’hippocampe 

Neurones (astrocytes ?) 

Vésicules 

somatodendritiques de 

neurones du BO 

Oui 

• Gène précoce immédiat 

• Senseur calcique pour la libération 

d’IGF-1 (BO) 

• Neuroprotection des neurones 

hippocampique à l’excitotoxicité 

(épilepsie) 

Babity et al., 

1997; Cao et al., 

2011; Woitecki 

et al., 2016 

Syt11 

Diffuse dans le SNC, 

Expression majoritaire dans 

les astrocytes,  

Enrichie dans l’hippocampe 

Neurones dopaminergiques 

Astrocytes, Neurones, 

microglie, 

Vésicules non synaptiques 

dans soma-axones-

dendrites (hippocampe), 

Réseau Trans-golgi, 

Endosomes de recyclage 

Rab11+ 

 

Non 

• Trafic intracellulaire 

• Inhibe l’endocytose médiée par la 

clathrine (hippocampe, ganglions 

spinaux, neurones DA) 

• Inhibe la libération de cytokines et 

la phagocytose par les microglies 

• Exocytose lysosomale (réparation 

des membranes des astrocytes)  

• Plasticité neuronale (PLT) et 

mémoire (hippocampe) 

• Locus associé avec le Parkinson. 

Substrat de Parkin, inhibe la 

phagocytose d’αsynucléine 

(fibrilles) 

• Son accumulation engendre une 

baisse de libération de DA et une 

neurotoxicité 

(Mittelsteadt et 

al., 2009; 

International 

Parkinson 

Disease 

Genomics 

Consortium et 

al., 2011; Wang 

et al., 2016; 

Sreetama et al., 

2016; Du et al., 

2017; Wang et 

al., 2018; 

Shimojo et al., 

2019) 

Syt12 

Abondamment exprimée dans 

le cerveau, la plus forte 

expression est dans le cervelet 

Vésicules synaptiques, 

(colocalise avec Syt1) 
Non 

• Libération spontanée de 

neurotransmetteurs 

(indépendamment de Syt1) 

Maximov et al., 

2007 

Syt13 

Expression diffuse dans le 

cerveau 

Système limbique 

Inconnue Non 

• Transport constitutif vésiculaire ? 

• Son expression change durant un 

conditionnement par la peur (fear 

conditioning) 

Poser von et 

Südhof, 2001 

Syt14 
Quasiment pas exprimée dans 

le SNC 
Inconnue Non 

• Fonctions inconnues, association 

avec anomalies 

neurodéveloppementales (humain) 

Fukuda, 2003; 

Quintero‐Rivera 

et al., 2007 

Syt15 Pas exprimé dans le SNC Inconnue Non • Fonctions Inconnues Fukuda, 2003 

Syt16 

(Strep14) 

Quasiment pas exprimée dans 

le SNC 
Inconnue Non 

• Associée à Syt14 

• Ne possède pas le domaine 

transmembranaire des Syts 

• Fonctions inconnues 

Fukuda, 2003 

Syt17 

(B/K) 

Exprimée dans bulbe olfactif, 

cortex, hippocampe et 

hypothalamus 

Neurones de 

l’hippocampe : Soma, 

Golgi, endosomes Rab5+ 

Non 

• Ne possède pas le domaine 

transmenbranaire des Syts 

• Croissance des neurites et axones 

• Trafic intracellulaire (cargo golgi 

> RE) 

• Plasticité synaptique 

Kwon et al., 

1996; Fukuda et 

Mikoshiba, 

2001; Ruhl et 

al., 2019 

 

En jaune, les isoformes ayant été étudiées dans le système dopaminergique. 

Les fonctions et localisations des Syts en dehors du système nerveux central ne sont pas discutées 

ici. 
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1.3.6.2.2.1. Synaptotagmines 1, 2 et 9 

Aux synapses rapides, les Syts 1, 2 et 9 déclenchent l’exocytose rapide (« fast release ») 

des neurotransmetteurs (Pang et Südhof, 2010). Dans le striatum, ces isoformes ont été montrées 

comme importantes pour la neurotransmission des MSNs. Le KO de Syt9 dans les neurones du 

striatum a engendré une diminution de 67% de la libération rapide (Xu et al., 2007). La mesure des 

IPSCs évoqués par stimulation unitaire ou en train dans les neurones striataux de souris Syt1 KO 

(Xu et al., 2007) ou Syt2 KO (Pang et al., 2006) n’a engendré qu’une faible altération de la 

libération rapide, suggérant que Syt1 et 2 pourraient contrôler la libération restante des souris Syt9 

KO. Le rôle de Syt1 dans la libération axonale de DA a par la suite été démontré in vitro dans 

l’étude de Mendez (2011) par une approche utilisant des siRNA pour diminuer son expression. 

Cette étude a par ailleurs montré que Syt2 et Syt9 ne sont pas détectés par RT-PCR (tissus de souris 

à P14, neurones DA FACSés et single cell à P0 et P45), contrairement à Syt1, ce qui indique un 

rôle prépondérant de cette isoforme dans la libération axonale de DA. Récemment, le KO 

conditionnel de Syt1 a par ailleurs démontré son rôle de senseur calcique principal pour la 

libération phasique de DA au niveau des terminaisons axonales in vivo (Banerjee et al., 2020). Les 

auteurs ont ainsi constaté chez les KO une abolition de la libération évoquée de DA mesurée par 

ampérométrie dans des tranches de striatum.  

1.3.6.2.2.2. Synaptotagmine 7 

La Syt7 est une isoforme intéressante à bien des égards. Quand la souris knock-out fut 

générée en 2003 par le groupe de Norma Andrews, le phénotype était complètement non neuronal, 

avec une souris présentant une inflammation et une fibrose de la peau et du muscle squelettique 

(Chakrabarti et al., 2003). Il est par la suite apparu que la cause était due à une anomalie de 

l’exocytose lysosomale des fibroblastes (Martinez et al., 2000; Chakrabarti et al., 2003; Jaiswal 

et al., 2004) et macrophages (Czibener et al., 2006), des vésicules à cœur dense (Fukuda et al., 

2004), et de la sécrétion du glucagon par les cellules pancréatiques (Gustavsson et al., 2009).  

Les premières analyses du groupe de Thomas Südhof n’ont révélé aucun effet du KO sur 

les synapses GABAergiques de neurones en culture (Maximov et al., 2008). Un résultat quelque 

peu étonnant compte tenu du fait que Syt7 a été montrée comme hautement exprimée dans les 

neurones et enrichie dans les synapses, où elle a été localisée non pas dans les vésicules 

synaptiques, mais à la membrane plasmique (Sugita et al., 2001; Virmani et al., 2003). Dans les 
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cellules neuroendocrines cependant, Syt7 a été montré comme colocalisant avec Syt1 sur les 

granules sécrétoires et comme participant à l’exocytose régulée (Sugita et al., 2001; Shin et al., 

2002; Tsuboi et Fukuda, 2007; Gustavsson et al., 2008; Schonn et al., 2008; Li et al., 2009; 

Gustavsson et al., 2009; Segovia et al., 2010). La question de l’absence d’effet du KO de Syt7 au 

niveau synaptique, malgré son abondance dans le SNC, s’est alors posée. Il a été proposé que Syt7 

puisse coexister avec d’autres isoformes de la famille Syt qui possèdent des cinétiques de liaisons 

rapides au calcium (groupe rapide comprenant les Syt1, 2 et 3 et intermédiaire comprenant les Syt5, 

6, 9 et 10) qui pourrait masquer l’effet de Syt7, qui elle présente une cinétique lente de 

désassemblage du calcium (Hui et al., 2005). Le groupe de Südhof testa cette hypothèse en 

examinant l’effet du KO de Syt7 après l’élimination de Syt1 qui est le principal senseur calcique 

rapide. Il découvrit alors l’existence d’une composante lente et asynchrone qui est éliminée par le 

KO de Syt7 (Bacaj et al., 2013). Il fut alors conclu que Syt7 contrôle une forme lente de libération, 

qui ne devient visible qu’après que la forme rapide soit abolie (figure 18).  

La question de la fonction physiologique de Syt7 s’est alors posée (figure 18). Syt7 a ainsi 

été par la suite démontré comme senseur calcique pour le remplissage du pool vésiculaire des 

synapses glutamatergiques dans des cultures primaires de neurones hippocampiques (Liu et al., 

2014), ainsi que contribuant à la facilitation de la libération de neurotransmetteurs durant la 

stimulation répétée de synapses de tranches hippocampiques et corticothalamiques (Jackman et al., 

2016). Par ailleurs, dans une étude récente, Luo et Südhof (2017) ont examiné l’effet du KO de 

Syt7 au niveau des synapses du calice de Held dans le système auditif de souris et ont rapporté que 

la libération asynchrone de neurotransmetteurs contrôlée par Syt7 avait pour propriété d’améliorer 

l’efficacité et la précision temporelle de la transmission rapide durant une activité répétée (train de 

stimulation). Cette étude a ainsi démontré qu’un senseur calcique lent pouvait physiologiquement 

contribuer aux propriétés de la libération rapide de neurotransmetteurs. Il est cependant à noter que 

la synapse du calice de Held est un cas particulier, car elle présente des fréquences de décharges 

présynaptiques très élevées (>100 Hz). Les neurones dopaminergiques pouvant présenter des 

bouffées de potentiels d’action d’une fréquence >15 Hz, la question du rôle physiologique de Syt7 

dans ce système est encore inexplorée.  

 Par ailleurs, une étude récente a également démontré un rôle synergique entre Syt1 et Syt7 

(Tawfik et al., 2021). Lorsque ces deux isoformes sont exprimées seules dans des cellules 
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chromaffines de souris, elles jouent le rôle de senseurs calciques autonomes respectivement rapide 

et lent. En revanche, lorsqu’elles sont exprimées ensemble, elles se retrouvent alors dans des amas 

distincts de vésicules synaptiques à cœur dense. Syt7 stimule alors l’amorçage des vésicules qui 

dépend du calcium (à faibles concentrations), de Munc13-2 et des phorbolester de la membrane et 

inhibe le désamorçage des vésicules. Cette facilitation de l’amorçage augmente ainsi le nombre de 

vésicules fusionnant à la membrane par l’action de Syt1, tout en affectant négativement leur vitesse 

de fusion, ce qui indique à la fois des interactions synergiques et compétitives entre ces deux Syts. 

Ainsi, Syt7 place les vésicules en apposition étroite (< 6 nm) avec la membrane et sans elle, les 

vésicules s’accumulent hors de portée du complexe de fusion (environ 20 – 40 nm). Ceci indique 

qu’un mouvement de Syt7 vers la membrane plasmique pour y jouer un rôle dans l’amorçage serait 

en fait un prélude au déclenchement de l’exocytose. En plus de ce rôle facilitateur, une autre étude 

récente dans des neurones hippocampiques de souris a montré que Syt7 est un senseur calcique 

redondant avec Syt1 et Doc2 pour la libération spontanée du glutamate servant à l’activation des 

récepteurs postsynaptiques GluN2B-NMDA, qui jouent un rôle dans les troubles bipolaires (Wang 

et al., 2021). 

En addition de ces propriétés de senseur calcique lent, il a également été rapporté que Syt7 

a une affinité 10 fois plus élevée que Syt1 dans la liaison aux phospholipides de la membrane et à 

la syntaxine (Li et al., 1995). Elle peut en outre déclencher la libération de neurotransmetteurs à 

des concentrations extracellulaires de calcium aussi faibles que 300 nM, contre 3 µM pour Syt1 

(Sugita et al., 2001; Fernández-Chacón et al., 2001; Sugita et al., 2002). Ces observations, en 

addition de celles du groupe de Rice ayant montré que la libération STD pouvait survenir à de 

faibles concentrations de calcium (0.5 mM), où la libération terminale est abolie (Chen et Rice, 

2001; Chen et al., 2011), ont conduit Mendez et ses collaborateurs à l’hypothèse que Syt7 pouvait 

être impliquée dans la libération STD de DA. L’utilisation de siRNA pour diminuer l’expression 

de Syt7 dans des cultures primaires de neurones DA a conduit à une diminution ≈ 60% de la 

libération STD de DA mesurée par dosage radiologique du milieu de culture, où la concentration 

extracellulaire de calcium était portée à 0.5 mM (une concentration censée abolir la libération 

terminale). L’utilisation de siRNA contre Syt1 n’a en revanche eu d’effet que si la concentration 

du milieu extracellulaire en calcium été montée à 2 mM, une concentration où la libération 

terminale redevient possible, ce qui a conduit à une baisse de la libération de DA ≈ 60%, 

confirmant, de fait, un rôle de Syt1 dans la libération axonale de DA in vitro.  
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Syt7 ayant été montrée comme exprimée à la fois dans le compartiment STD et dans les 

axones des neurones dopaminergiques, l’étude ne permet pas de conclure quant à la contribution 

que pourrait avoir Syt7 au niveau des terminaisons, la libération de DA totale (STD et axonale) à 

2 mM de calcium étant réduite de 25% par la diminution d’expression de Syt7. Cette diminution 

peut refléter un effet strictement somatodendritique ou une combinaison des deux formes de 

libération.  
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Figure 18. –  Fonctions de Syt7 dans l’exocytose et l’endocytose au niveau synaptique. 

 

 

(1) Libération asynchrone durant des stimulations à haute fréquence (Luo et Südhof, 2017). (2) 

Facilitation de la transmission synaptique (Jackman et al., 2016). (3) remplissage rapide du pool 

de vésicules (Liu et al., 2014). Syt 1 et 2 sont en rouge et localisées sur les vésicules synaptiques, 

Syt7 est en cyan et localisée à la membrane plasmique (Li et al., 2017). Panneau du bas : traces 

représentatives des courants postsynaptiques détectés par patch clamp (cellule entière) après trois 

différents types d’exocytoses vésiculaires : (a) libération évoquée synchrone de synapse de souris 

sauvages (wild-type). (b) libération évoquée asynchrone de synapses KO pour Syt1. À noter que 

cette forme de libération disparait avec le double KO Syt1/Syt7 (Bacaj et al., 2013) (c) libération 

spontanée miniature. À noter que la libération asynchrone peut aussi être enregistrée chez certains 

types de neurones de souris sauvages après stimulation à haute fréquence. Adapté de Pang et 

Südhof, 2010 et Chen et Jonas, 2017. 
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1.3.6.2.2.3. Synaptotagmine 4 

Syt4 est une isoforme particulière en raison d’une mutation naturelle conservée sur son 

domaine C2A empêchant de fait la liaison du calcium (Fukuda et al., 1996; von Poser et al., 1997; 

Dai et al., 2004). Les études de Syt4 semblent lui prêter un rôle multifonctionnel et des 

caractéristiques uniques. Elle a été initialement identifiée dans les cellules PC12 et dans le cerveau 

de rat/souris en tant que gène d'expression immédiate-précoce induit par la dépolarisation (Vician 

et al., 1995). Génétiquement, le gène humain SYT4 se retrouve sur une région du chromosome 18 

qui a été associé à des troubles psychiatriques, la schizophrénie, les troubles bipolaires et la maladie 

de Parkinson (Ferguson et al., 2000; Do et al., 2011). Le KO constitutif de Syt4 chez la souris 

altère la mémoire dépendante de l’hippocampe et la coordination motrice (Ferguson et al., 2000), 

ce qui semble en accord avec ses niveaux d’expression d’ARNm, retrouvés dans tout le cerveau, 

mais particulièrement au niveau de l’hippocampe, du cortex et cervelet (Berton et al., 1997). Par 

ailleurs, en contraste avec l’augmentation des niveaux de protéines Syt1/2 de la naissance à l’âge 

adulte, l’expression de la protéine Syt4 dans le cerveau est maximale durant la première semaine 

postnatale et décline avec l’âge (Berton et al., 1997; Ibata et al., 2000). 

La question de la fonction de Syt4 s’est posée en connaissance du fait qu’elle ne peut pas 

lier le calcium, à l’exception notable de la Syt4 de drosophile (Wang et Chapman, 2010) ou d’une 

isoforme de Syt4 mutée sur le domaine C2A ce qui restaure sa fonction de liaison au calcium 

(Fukuda et al., 1996). Syt4 s’est ainsi vu attribuer un rôle de régulateur tantôt négatif, tantôt positif 

de l’exocytose dépendante du calcium. Des approches de surexpression de Syt4 ont ainsi montré 

une diminution de la libération évoquée à la jonction neuromusculaire de drosophile (Littleton et 

al., 1999). À l’opposé, un autre groupe a découvert que la Syt4 de drosophile peut se substituer à 

Syt1 et sauver le phénotype engendré par le KO de Syt1, indiquant une capacité de Syt4 à lier le 

calcium et contrôler l’exocytose rapide (Robinson et al., 2002). La surexpression de Syt4 dans des 

cellules PC12 a quant à elle provoquée une inhibition de la libération évoquée d’hormones 

contenues dans des vésicules à cœur dense, notamment en interagissant avec les pores de fusion et 

en augmentant la fréquence et la durée du mode de libération par « kiss and run » au détriment de 

la libération complète (Wang et al., 2001; Machado et al., 2004; Zhang et al., 2010). Syt4 a enfin 

montré un rôle inhibiteur dans l’exocytose du BDNF par les axones et dendrites des neurones 

hippocampiques de souris (Dean et al., 2009), ainsi que dans l’exocytose de l’ocytocine par les 

neurones de l’hypothalamus (Zhang et al., 2011). 
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Des effets opposés ont été découverts dans d’autres systèmes, où Syt4 a été au contraire 

capable de promouvoir l’exocytose du glutamate par les astrocytes (Zhang et al., 2004), la fusion 

de vésicules synaptiques au niveau des synapses à ruban auditive (Johnson et al., 2010), la 

maturation et l’exocytose de vésicules à cœur dense par des cellules PC12 et LβT2 (Fukuda et al., 

2003; Ahras et al., 2006; Mori et al., 2008; Hu et al., 2008). Par ailleurs, le KO de Syt4 n’a montré 

aucun effet sur la neurotransmission (libération, cinétiques, plasticité) de neurones de 

l’hippocampe en culture (Ting et al., 2006). Les fonctions de senseur calcique de Syt4 pourraient 

être attribuées à son domaine C2B intact qui peut lier le calcium, même s’il a été rapporté que, dans 

le cas de Syt4, il ne le fixe pas in vitro (Dai et al., 2004). Pourtant, l’étude de Zhang a montré que 

tandis que l’expression de la Syt4 sauvage permet de restaurer la libération de glutamate par des 

astrocytes rendus déficients pour Syt4 par une approche de siRNA (stratégie de « rescue »), 

l’expression d’une Syt4 mutée au niveau du domaine C2B ne le permet pas (Zhang et al., 2004).  

En dehors de ses fonctions dans l’exocytose, Syt4 a également démontré des capacités à 

moduler le transport vésiculaire au niveau du réseau trans-Golgi (Arthur et al., 2010), en accord 

avec sa localisation subcellulaire au niveau du Golgi et des dendrites de neurones hippocampiques 

(Ibata et al., 2000, 2002). Ces observations ont amené Mendez et ses collaborateurs à explorer le 

rôle de Syt4 dans la libération STD de DA (Mendez et al., 2011). Ces auteurs ont découvert que 

Syt4 était exprimée dans les neurones dopaminergiques (RT-PCR), localisée strictement au niveau 

du soma et dendrites proximales (ICC) et que la diminution de son expression en culture (par 

siRNA) a conduit à une baisse de la libération somatodendritique (dosage radiologique du milieu 

de culture à 0.5 mM de calcium), démontrant de fait, son implication, ainsi que celle de Syt7, dans 

ce processus. 

Au total, les effets de Syt4 apparaissent variés et dépendants de sa localisation, niveaux 

d’expression et d’autres facteurs physiologiques non encore déterminés. De façon intéressante, les 

effets négatifs et positifs de Syt4 sur l’exocytose dépendante du calcium se sont tous deux retrouvés 

dans les terminaisons de la glande pituitaire postérieure de souris (Zhang et al., 2009). À ce niveau, 

Syt4 inhibe l’exocytose quand les concentrations extracellulaires de calcium sont faibles, mais la 

déclenche quand les niveaux augmentent, suggérant que la fonction de Syt4 peut être modulée 

selon les conditions physiologiques. Ces observations sont moins facilement réconciliables avec la 

participation de Syt4 dans la libération STD survenant à faible concentration de calcium (Chen et 
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al., 2011; Mendez et al., 2011). Il se pourrait que les effets de Syt4 dépendent de ses interactions 

avec Syt1, comme les travaux sur la drosophile le laissent suggérer, et comme cela a été démontré 

avec Syt1/Syt7 (Tawfik et al., 2021). Néanmoins, dans les neurones dopaminergiques in vitro, Syt1 

semble absent du compartiment STD, ainsi les interactions Syt1-Syt4 apparaissent moins probables 

que dans le cas de Syt7. 

1.3.6.2.2.4. Synaptotagmine 11 

La Syt11 est également une isoforme intéressante du fait de ses liens avec Syt4. Tout 

comme elle, Syt11 présente une mutation de son domaine C2A l’empêchant de lier le calcium (von 

Poser et al., 1997), est un gène candidat à la susceptibilité à la schizophrénie (Inoue et al., 2007), 

et un locus à risque dans la maladie de Parkinson (Huynh et al., 2003; International Parkinson 

Disease Genomics Consortium et al., 2011).  

Dans le cerveau de rongeurs, on trouve les ARNm de Syt11 en abondance et c’est l’isoforme 

la plus exprimée dans les cellules gliales (Mittelsteadt et al., 2009). En lien avec son expression, 

Syt11 déclenche l’exocytose des lysosomes à la membrane des astrocytes et permet ainsi la 

réparation des membranes (Sreetama et al., 2016). Au niveau des microglies, on retrouve Syt11 

dans le réseau trans-Golgi et dans les endosomes de recyclage où elle joue un rôle inhibiteur de la 

sécrétion de cytokines et de la phagocytose, notamment des fibrilles d’α-synucléine, supportant 

une association avec la maladie de Parkinson (Du et al., 2017).  

Syt11 fut également retrouvé au niveau des vésicules de recyclage des neurones où son rôle 

dans la régulation de l’endocytose fut démontré. Une première étude montra que Syt11 avait la 

capacité d’inhiber l’endocytose dépendante et indépendante de la clathrine dans les neurones de 

l’hippocampe (Wang et al., 2016). Sa présence sur des vésicules de recyclage au niveau du soma, 

dendrites et axones fut également rapportée dans les neurones corticaux, qui se recyclent à la 

membrane de manière dépendante de l’activité électrique, mais avec une exocytose lente et 

désynchronisée (Shimojo et al., 2019). Ce processus semble requis à la survie, car les souris Syt11 

KO de l’étude meurent peu après la naissance, alors même que le KO a été rapporté sans incidence 

sur la libération rapide de neurotransmetteurs. L’étude montre par ailleurs que l’ablation sélective 

de Syt11 dans les neurones de l’hippocampe est sans effet sur l’espérance de vie des souris, mais 

altère la plasticité synaptique (potentialisation à long terme) et la mémoire.  
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 Malgré un haut degré d’homologie entre Syt4 et Syt11 et une incapacité commune à lier le 

calcium (Von Poser et al., 1997; Pang et Südhof, 2010), il semble tout de même que ces deux 

isoformes présentent des fonctions différentes. Notablement dans l’étude de Wang en 2016, 

l’expression de Syt4 a échoué à renverser le défaut d’endocytose provoqué par la baisse 

d’expression de Syt11. Les souris Syt4 KO constitutives présentent par ailleurs une espérance de 

vie normale contrairement au souris Syt11 KO qui meurent après la naissance, et le KO de Syt4 a 

été rapporté comme augmentant la LTP (Dean et al., 2009) alors que le KO de Syt11 a provoqué 

l’effet inverse (Shimojo et al., 2019). Enfin contrairement à Syt11, la transcription de Syt4 apparaît 

comme régulée par l’activité neuronale (Vician et al., 1995; Tocco et al., 1996; Shimojo et al., 

2019).  

La fonction de Syt11 dans le système dopaminergique a été quant à elle peu adressée, en 

particulier en ce qui concerne la libération somatodendritique de DA. L’étude de Mendez en 2011 

a en effet échoué à détecter l’ARNm de Syt11 (ainsi que Syt2 et 9) dans les neurones 

dopaminergiques. Un résultat quelque peu surprenant compte tenu du lien qu’on a pu établir entre 

cette isoforme et le Parkinson. Le gène SYT11 est en effet un gène à risque dans la maladie (Huynh 

et al., 2003). Par ailleurs, une étude récente a montré que Syt11 est un substrat de la protéine parkin 

et joue un rôle clé dans la neurotoxicité des neurones dopaminergiques en lien avec parkin (Wang 

et al., 2018). Cette dernière est une ubiquitine ligase E3, qui régule la dégradation de protéines par 

le protéasome et l’autophagie mitochondriale (Shimura et al., 2000; Pickrell et Youle, 2015). Des 

mutations de parkin peuvent affecter sa fonction de ligase responsable de formes familiales 

récessives de la maladie de Parkinson. Dans l’étude de Wang, la surexpression unilatérale de Syt11 

dans la SNc de souris a engendré une diminution de la libération de DA dans le striatum ipsilatéral, 

ainsi qu’une neurodégénérescence tardive des neurones dopaminergiques, associés à des anomalies 

motrices progressives, controlatérales à la lésion. Cet effet ne fut pas observé par la surexpression 

de Syt11 dont le domaine C2B fut excisé.  

Par ailleurs, Wang démontra mécaniquement que Syt11 par son activité inhibitrice sur 

l’endocytose, altère le pool vésiculaire dans le striatum, ce qui diminue la libération de DA (figure 

19). Chez les souris KO pour parkin, on observe une altération de l’ubiquitinylation et du recyclage 

de Syt11, conduissant à son accumulation dans les neurones. Il en résulte une neurotoxicité 

analogue à celle rettrouvée dans la maladie de Parkinson, un effet qui est renversé chez les souris 
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Syt11 KO dans la SNc (par approche virale) ou par le KO conditionnel de Syt11 dans les neurones 

dopaminergiques. Cependant, l’étude de Wang ne renseigne pas sur la localisation subcellulaire 

précise de Syt11 dans les neurones dopaminergiques. Par ailleurs, l’absence d’ARNm de Syt11 

dans l’étude de Mendez invite donc à réévaluer la part que pourrait jouer cette isoforme dans la 

physiologie des neurones dopaminergiques. Il est à noter de manière intéressante que Syt4 a 

également été démontrée comme étant un substrat de parkin (Kabayama et al., 2017) et son gène 

comme Syt11 est un locus à risque dans la maladie de Parkinson (Do et al., 2011). 

 

Figure 19. –  Rôle de Syt4 et Syt11 dans un modèle de maladie de Parkinson associé à parkin. 

L’activité de ligase E3 de parkin contrôle l’ubiquitinylation de Syt4 et Syt11 et leur dégradation 

par le protéasome. Une dysfonction de l’activité de parkin par des mutations génétiques ou des 

facteurs environnementaux conduit à une accumulation de Syt4 et Syt11 dans les neurones 

dopaminergiques. Syt11 inhibe l’endocytose et le remplissage du pool de vésicules conduisant à 

une diminution de la libération (axonale) de DA et probablement l’initiation de la pathogenèse de 

la maladie de Parkinson par des mécanismes encore inconnus. À noter que l’impact de 

l’accumulation de Syt11 sur la libération de DA au niveau somatodendritique n’a pas été évalué. 

L’effet de l’accumulation de Syt4, dont le lien avec la libération STD a été démontré, n’a quant à 

lui pas encore été exploré dans le contexte de la maladie de Parkinson. Adapté de Wang et al., 

2018. 
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1.3.7. Fonctions de la libération somatodendritique 

Les fonctions de la libération somatodendritique de DA dans le mésencéphale sont peu 

connues, mais il a été proposé qu’une de celles-ci est l’activation des autorécepteurs D2. Il est en 

effet aujourd’hui bien accepté que l’activation du récepteur D2 permet la régulation de la fréquence 

et du mode de décharge des neurones dopaminergiques (Lacey et al., 1988; Chiodo, 1992; Pucak 

and Grace, 1994; Yung et al., 1995; Falkenburger et al., 2001; Beckstead et al., 2004; Gentet and 

Williams, 2007; Zhou et al., 2009; Gantz et al., 2013) et ainsi à la régulation de la libération axonale 

dans le striatum (Kalivas et Duffy, 1991; Santiago et Westerink, 1991). L’auto-inhibition locale via 

l’activation du D2 constitue également une boucle de rétroaction négative qui limite la libération 

somatodendritique de DA en elle-même (Cragg et Greenfield, 1997). 

De plus, la DA libérée dans la SNc et la VTA peut également agir sur les récepteurs 

présynaptiques de type D1 que l’on retrouve sur les terminaisons GABAergiques et 

glutamatergiques, ce qui permet de moduler la libération de ces neurotransmetteurs (Miyazaki et 

Lacey, 1998; Radnikow et Misgeld, 1998; Koga et Momiyama, 2000). Par exemple, la libération 

STD de DA peut agir au niveau des récepteurs D1 des terminaisons striato-nigrales GABAergiques 

arrivant dans la SNr (voie dopaminergique dite directe), ce qui a pour conséquence d’améliorer la 

libération de GABA à partir de ces axones. Il en résulte une inhibition locale des neurones de la 

SNr qui sont eux-mêmes majoritairement des neurones GABAergique de projection en direction 

du thalamus, ce qui renforcerait ainsi l’activation motrice par la voie nigrostriée (Radnikow et 

Misgeld, 1998; Trevitt et al., 2001). De fait, la libération somatodendritique, au même titre que la 

libération axonale, peut réguler les comportements moteurs (Robertson et Robertson, 1989; 

Timmerman et Abercrombie, 1996; Crocker, 1997; Bergquist et al., 2003; Andersson et al., 2006; 

Schoffelmeer et al., 2011; Mebel et al., 2012). 

Le rôle critique de la voie striato-nigrée dans le mouvement est démontré par les déficits 

moteurs observés dans la maladie de Parkinson qui est caractérisée par une perte des neurones 

dopaminergiques de cette voie (Wichmann et DeLong, 1996). Cependant, on ignore toujours dans 

quelle mesure la libération STD de DA peut influer le tableau clinique de la maladie de Parkinson. 

Depuis des décennies, l’attention de la recherche s’est portée sur la perte de la libération de DA 

dans les terminaisons du striatum, et sur les tentatives de restaurer les niveaux de DA dans cette 

région, que ce soit par traitement à la L-DOPA (Fahn, 2015) ou par greffe de tissu mésencéphalique 
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(Parmar et al., 2019). De façon surprenante, la contribution de la libération de STD de DA à la 

fonction des ganglions de la base dans le contexte de la maladie de Parkinson n'a guère retenu 

l'attention jusqu'à présent. Cela peut être en partie dû au fait que nous en savons encore peu sur le 

mécanisme qui déclenche la libération STD DA. Les travaux de Mendez en 2011 suggèrent un 

mécanisme exocytotique distinct de la libération axonale, avec la participation des isoformes 4 et 

7 de la Syt. Notre premier objectif dans cette thèse a donc été de valider ces rôles de Syt4 et Syt7 

dans le cerveau intact, une découverte pouvant ouvrir la porte à la possibilité de perturber ou 

bloquer la libération de STD DA in vivo et de déterminer ainsi les rôles fonctionnels de la libération 

de STD DA dans le cerveau, au niveau physiologique et pathologique.  

À titre d’exemple, il a été rapporté que la diminution des performances motrices chez des 

singes âgés était due à une baisse de la libération somatodendritique plutôt que terminale, 

démontrant une implication fonctionnelle directe de la libération STD dans le contrôle de la 

fonction motrice (Gerhardt et al., 2002). Au niveau pathologique, des études ont montré que la 

libération STD de DA était préservée plus longtemps que la libération axonale à la suite de lésions 

à la 6-OHDA (Hoffman et al., 1997; Sarre et al., 2004). Par ailleurs, une autre étude a montré que 

l’expression de Syt4 et Syt7 était augmentée à la suite de telles lésions (Glavan et Zivin, 2005). En 

accord avec ces études, un nouveau modèle murin de maladie de Parkinson avec une perturbation 

partielle de la fonction du complexe I mitochondrial a présenté un parkinsonisme progressif, avec 

une atteinte neuronale débutant au niveau axonal, sensible à la lévodopa, mais qui n'a émergé 

qu'après la perte ultérieure de la libération de DA dans la SNc (González-Rodríguez et al., 2021). 

Ainsi, il se pourrait que la libération somatodendritique de DA contribue de manière positive à la 

maintenance des fonctions motrices, dans les stades précoces de la maladie de Parkinson.  

1.3.8. Objectifs de la thèse 

Mon projet de thèse a porté sur les mécanismes moléculaires de la libération de DA au 

niveau somatodendritique et au niveau axonal, avec une emphase sur le rôle des senseurs calciques 

de la famille des Syts dans ce processus. Je me suis concentré notamment sur l’implication des Syts 

1, 4 et 7, en faisant l’hypothèse que Syt4 et 7 sont impliquées dans la libération somatodendritique 

de DA in vivo, tandis que Syt1 serait responsable de la libération axonale. Ce travail est en 

continuité de travaux de recherche efectués antérieurement dans le laboratoire du Dr Trudeau, qui 

a mis en évidence cette libération somatodendritique de DA et le rôle des Syt 1, 4, 7 in vitro. Le 
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but était de caractériser cette libération ex vivo et in vivo et de créer des modèles animaux pouvant 

possiblement servir à de futures études en lien avec la maladie de Parkinson. 
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Chapitre 2 – Rôle de Syt4 et Syt7 dans la libération de 

dopamine (article I) 

 

L’article qui suit présente les travaux basés sur les découvertes précédentes du laboratoire 

Trudeau, ayant montré la participation des isoformes 4 et 7 des Syts, comme senseurs calciques 

pour la libération somatodendritique de DA in vitro. Nous avons tout d’abord optimisé la détection 

de la libération STD en combinant la voltammétrie cyclique en tranche avec le blocage 

pharmacologique des autorécepteurs et des mécanismes de recapture. Nous avons également testé 

une stratégie de stimulation optogénétique pour déclencher sélectivement la libération STD. En 

utilisant ces approches, nous avons montré que la libération STD dans la VTA présente de faibles 

capacités, une dépendance au calcium identique à la libération axonale et n’est pas affectée dans 

les souris KO constitutives pour Syt4 et Syt7. Nous avons cependant constaté que la perte 

d’expression de Syt4 et Syt7 chez des souris double KO réduit la libération STD de DA d’environ 

50%, tout en laissant la libération axonale intacte ce qui suggère un rôle fonctionnel redondant de 

ces isoformes in vivo.  

 

Contribution des auteurs : 

• Benoît Delignat-Lavaud : conception et exécution de toutes les expériences, à l’exception de la 

qRT PCR, analyse et interprétation des données, écriture du manuscrit. 

• Charles Ducrot : expérience de qRT PCR 

• Willemieke Kouwenhoven : aide à la génération des souris double KO/génotypage 

• Nina Feller : immunohistochimie en tranche 

• Louis-Éric Trudeau : conception, ressources, supervision du projet et écriture du manuscrit  

Article soumis et disponible en libre accès sur https://www.biorxiv.org/ 

doi: https://doi.org/10.1101/2021.01.25.427983 
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2.1. Abstract 

 

Dopamine (DA) neurons can release DA not just from axon terminals, but also from their 

somatodendritic (STD) compartment throught a mechanism that is still incompletely understood. 

Using voltammetry in mouse mesencephalic brain slices, we find that STD DA release has low 

capacity, is stable in response to electrical but not optogenetic train pulses and shows a calcium 

sensitivity that is comparable to that of axonal release. We find that the molecular mechanism of 

STD DA release differs from axonal release with regards to the implication of synaptotagmin (Syt) 

calcium sensors. While individual constitutive knock-out Syt4 and Syt7 is not sufficient to reduce 

STD DA release, removal of both isoforms reduces this release by ~50%, leaving axonal release 

unimpaired. Our works unveils clear differences in the mechanisms of STD and axonal DA release. 

 

Significance statement 

Dopamine (DA) neurons in the mesencephalon can release DA from their somatodendritic 

(STD) compartment, although the precise mechanism of release is still poorly understood. Here, 

by using voltammetry on mouse brain slices, we explore several characteristics of the STD DA 

release and uncover a role of synaptotagmin family calcium sensors Syt4 and Syt7 in STD DA 

release. Constitutive deletion of both genes reduces STD DA release without affecting axonal 

release, suggesting the implication of a distinct molecular machinery. 
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2.2. Introduction  

 

Dopamine (DA) neurons of the mesencephalon play a key role in motor control, motivated 

behaviors and cognition (Schultz, 2007; Surmeier et al., 2014). DA neurons can release DA not 

only from axon terminals by a classical exocytosis mechanism (Mendez et al., 2011; Liu and 

Kaeser, 2019), but also through their somatodendritic (STD) compartment, as demonstrated by 

multiple approaches including in vivo microdialysis, fast scan cyclic voltammetry (FSCV) and 

patch-clamp recordings of D2 receptor mediated currents in the ventral tegmental area (VTA) and 

substantia nigra pars compacta (SNc) (Beckstead et al., 2004; Cragg et al., 1997; Elverfors et al., 

1997; Rice et al., 1997). Although there is limited direct evidence, STD DA release is believed to 

be implicated in regulating the excitability of DA neurons though activation of STD D2 

autoreceptors (Beckstead et al., 2004). It has also been suggested to regulate motor behaviors 

(Andersson et al., 2006; Bergquist et al., 2003), mainly by local activation of D1 receptors. 

The molecular mechanism of STD DA release is still unclear. A vesicular exocytotic-like 

mechanism has been proposed, in agreement with the fact that STD DA release is activity-

dependent (Beckstead et al., 2004; Fortin et al., 2006; Robertson et al., 1991), reserpine-sensitive 

(Beckstead et al., 2004; Rice et al., 1994; Heeringa and Abercrombie, 1995), calcium-dependent 

(Beckstead et al., 2004; Chen and Rice, 2001; Fortin et al., 2006; Yee et al., 2019; Rice et al., 

1994; Ford et al., 2010), and blocked by botulinum neurotoxins, which disrupt SNARE-proteins 

(Bergquist et al., 2002; Fortin et al., 2006; Ovsepian and Dolly, 2011). Although large pools of 

DA-containing small clear synaptic vesicles are not found in the dendrites of DA neurons, this 

cellular compartment contains pleiomorphic vesicles that bear the vesicular monoamine transporter 

(VMAT2), suggesting that they could be sites of DA storage in dendrites (Melissa J. Nirenberg et 

al., 1996). Together, these findings suggest that, although there may be some fundamental 

differences between the mechanisms of terminal and STD DA release, both implicate a form of 

exocytosis. 

Although STD DA release is calcium-dependent, conflicting results exist regarding the 

calcium-sensitivity of STD DA release in comparison with axonal release. Previous studies 

performed in guinea pig reported that STD DA release persists at extracellular calcium 

concentrations as low as 0.5 mM, a concentration at which axonal release is typically abrogated 
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from most axon terminals (Chen and Rice, 2001; Fortin et al., 2006). In contrast, previous work 

performed with mouse tissue and indirectly detecting STD DA release using the patch-clamp 

technique and STD D2 receptor activation, reported that axonal and STD DA release display a 

similar calcium-dependency (Beckstead et al., 2007, 2004; Courtney et al., 2012; Ford et al., 2010, 

2009; Gantz et al., 2013). Here, we reexamined this question in mouse brain slices after optimizing 

direct detection of STD DA using FSCV. 

Finally, an important outstanding question is the identification of the molecular 

mechanisms of STD DA release. Building on previous in vitro work suggesting possible roles of 

Syt4 and Syt7 (Mendez et al., 2011), in the present study we tested the hypothesis that Syt4 and 

Syt7 play a key role in STD DA release in the intact brain by quantifying STD DA release in Syt4, 

Syt7 and Syt4/7 double constitutive knockout (KO) mice. 
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2.3. Materials and methods 

 

Animals 

Male and female mice of 11-12 weeks were used in this study. For optogenetic experiments, 

B6;129S-Gt(ROSA)26Sortm32(CAG‑COP4*H134R/EYFP)Hze/J (Ai32, The Jackson Laboratory, stock 

012569, USA) homozygote mice expressing a floxed H134R variant of the light-activated 

channelrhodopsin-2 were bred with homozygote B6.SJL-Slc6a3tm1.1(cre)Bkmn/J (DATIREScre, The 

Jackson Laboratory, stock 006660, USA) expressing the cre recombinase under control of the DAT 

promoter, allowing channelrhodospin-2 to be expressed selectively in DA neurons. Heterozygote 

DATIREScre mice were also used for experiments in which ChR2 was virally expressed. Constitutive 

knock-out mice for Syt4 (129S6.129X1(B6)-Syt4tm1Hahe/J, The Jackson Laboratory, stock #012400, 

USA) (Ferguson et al., 2000), Syt7 (Chakrabarti et al., 2003) and WT littermates were bred from 

heterozygous crosses or crossed with each other to obtain double KO mice. Genotyping for Syt4 

KO mice was determined using specific primers to target the wild type Syt4 sequence (primers 

Syt4WT-fwd and Syt4WT-rev) and the neomycin cassette within the mutated allele (primers neo-

fwd and Syt4WT-rev) – Syt4WT-fwd: CACTTCCCTCACGTCAGAGGAG, - Syt4WT-rev: 

GCAAGGAGAGCTCTTGGATGTG, - neo-fwd: AACCACACTGCTCGACATTGGG. 

Genotyping for Syt7 KO mice was performed using specific primers to target the wild type Syt7 

sequence (Syt7WT-fwd: CATCCTCCACTGGCCATGAATG; - Syt7WT-rev: 

GCTTCACCTTGGTCTCCAG) and the neomycin cassette within the mutated allele (neo-fwd: 

CTTGGGTGGAGAGGCTATTC; neo-rev: AGGTGAGATGACAGGAGATC), as provided by 

Jackson. Genotyping for Syt7 mutation in combined Syt4/7 KO mice was determined using another 

set of specific primers due to overlapping sequences within the neomycin cassette used in both the 

Syt4 and Syt7 mouse lines: - neo-fwd: CTTGGGTGGAGAGGCTATTC and Syt7WTexon4: 

AGTGTCCAGGCTCCC. Experiments were performed blind with regards to animal genotype, 

with the exception of Syt4 KO mice, because these KO mice could be easily identified due to a 

neurodevelopmental alteration of the anterior commissure and corpus callosum (Fig. S1C). All 

procedures involving animals and their care were conducted in accordance with the Guide to care 

and use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care. The experimental 

protocols were approved by the animal ethics committees of the Université de Montréal. Housing 
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was at a constant temperature (21°C) and humidity (60%), under a fixed 12h light/dark cycle, with 

food and water available ad libitum. 

Stereotaxic injections 

6-7 week-old DATIREScre mice were anesthetized with isoflurane (Aerrane; Baxter, 

Deerfield, IL, USA) and fixed on a stereotaxic frame (Stoelting,Wood Dale, IL, USA). A small 

hole was drilled in the exposed skull and a Hamilton syringe was used for the injections. For 

optogenetic experiments, an adeno-associated virus (AAV5-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-EYFP, 

4,2x1012 vg/mL, UNC GTC Vector Core, USA) was injected bilaterally at the following injection 

coordinates [AP (anterior–posterior; ML (medial–lateral); DV (dorsal-ventral), from bregma], to 

infect neurons in the entire ventral mesencephalon: AP -3.0 mm; ML +/- 1.0 mm; DV -4.5 mm. 

Animals recovered in their home cage and were closely monitored for 3 days. The animals were 

used one month after injection, allowing maximal expression of ChR2 in DA neurons. Success of 

the injection was visually validated each time during the slicing of the brains by visualizing the 

presence of the eYFP reporter. 

Brain slice preparation and solutions 

Acute brain slices from 11-12-week-old male or female mice were used for the FSCV 

recordings. When possible, matched pairs of WT and KO mice were used on each experimental 

day. The animals were anesthetized with halothane, quickly decapitated and the brain harvested. 

Next, the brain was submersed in ice-cold oxygenated artificial cerebrospinal fluid (aCSF) 

containing (in mM): NaCl (125), KCl (2.5), KH2PO4 (0.3), NaHCO3 (26), glucose (10), CaCl2 

(2.4), MgSO4 (1.3) and coronal VTA and/or striatal brain slices of 300 µm thickness were prepared 

with a VT1000S vibrating blade microtome. Once sliced, the tissue was transferred to oxygenated 

aCSF at room temperature and allowed to recover for at least 1h. For recordings, slices were placed 

in a custom-made recording chamber superfused with aCSF at 1 ml/min and maintained at 32°C 

with a TC-324B single channel heater controller (Warner Instruments, USA). All solutions were 

adjusted at pH 7.35-7.4, 300 mOsm/kg and saturated with 95% O2-5% CO2 at least 30 min prior to 

each experiment. 

Fast scan cyclic voltammetry recordings 
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Optically or electrically evoked DA release was measured by FSCV using a 7 µm diameter 

carbon-fiber electrode placed into the tissue ∼100 µm below the surface. A bipolar electrode 

(Plastics One, Roanoke, VA, USA) or an optical fiber connected to a 470 nm wavelength LED was 

placed ∼200 µm away. Carbon-fiber electrodes were fabricated as previously described (Martel et 

al., 2011). Briefly, carbon fibers (Goodfellow Cambridge Limited, UK) of 7 µm in diameter were 

aspirated into ethanol-cleaned glass capillaries (1.2 mm O.D., 0.68 mm I.D., 4 inches long; World 

Precision Instruments, FL, USA). The glass capillaries were then pulled using a P-2000 

micropipette puller (Sutter Instruments, Novato, USA), dipped into 90°C epoxy for 30s (Epo-Tek 

301, Epoxy Technology, MASS, USA) and cleaned in hot acetone for 3s. The electrodes were 

heated at 100°C for 12h and 150°C for 5 days. Electrodes were polished and filed with potassium 

acetate at 4M and potassium chloride at 150 mM. The protruding carbon fibers were cut using a 

scalpel blade under direct visualization to a length allowing to obtain maximal basal currents of 

100 to 180 nA. 

The electrodes were calibrated with 1 µM DA in aCSF before and after each recorded slice 

and the mean of the current values obtained were used to determine the amount of released DA. 

After use, electrodes were cleaned with isopropyl alcohol (Bioshop, Canada). The potential of the 

carbon fiber electrode was scanned at a rate of 300 V/s according to a 10 ms triangular voltage 

wave (−400 to 1000 mV vs Ag/AgCl) with a 100 ms sampling interval, using a CV 203BU 

headstage preamplifier (Molecular Devices) and a Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, 

USA). Data were acquired using a Digidata 1440a analog to digital converter board (Molecular 

Devices, USA) connected to a computer using Clampex (Molecular Devices, USA). Slices were 

left to stabilize for 20 min before any electrochemical recordings. After positioning of the bipolar 

stimulation electrode or the optical probe and carbon fiber electrodes in the tissue, single pulses 

(400 µA or 30 mW, 1ms,) or pulses-train (30 pulses at 10 Hz) were applied to the tissue to trigger 

DA release. For evaluating the calcium dependency of axonal and STD release, variations of 

calcium concentrations in the aCSF (0, 0.5 and 2.4 mM) were compensated by changing the 

concentration of MgSO4 to keep divalent cation levels equivalent. 

Immunohistochemistry 

 For Syt immunolabelling experiments, 40 µm brain slices from animals perfused with 4% 

paraformaldehyde (in PBS, pH-7.4) were cut with a cryostat (Leica CM 1800; Leica Canada) and 
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used for immunohistochemistry (IHC). Because selective and specific Syt4, Syt7 and VMAT2 

antibodies were all from the same host species (rabbit), a double labeling protocol adapted from 

Jackson ImmunoReseach (https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/protocols/double-

labeling-same-species-primary) with monovalent Fab fragments was used. After a PBS wash, the 

tissue was permeabilized, nonspecific binding sites blocked (goat serum 5%) and incubated 

overnight at room temperature with the first primary antibody rabbit anti-Syt1 (1/1000; #105002, 

Synaptic Systems, Germany), rabbit anti-Syt7 (1/1000; #105173, Synaptic Systems, Germany) or 

anti-Syt4 (1/1000; kind gift for Dr. Mitsunori Fukuda, Japan), followed by 2h with a first secondary 

antibody (rabbit Alexa Fluor-488–conjugated, 1:500, Invitrogen, Canada). A blocking step of 

antigenic sites from the first primary and secondary antibody combination was performed thereafter 

by a 3h incubation with normal serum from the same species as the primary antibody, followed by 

a blocking solution (goat block: PBS, Triton X100 0.3%, bovine serum albumin 5%) with 50 

µg/mL of unconjugated monovalent Fab fragments against the host of the primary antibody, 

overnight, at room temperature and under agitation. Slices were then washed, and a second labeling 

was performed with a second primary antibody (rabbit anti-VMAT2, 1:1000, gift of Dr. Gary 

Miller, Colombia University), and a second secondary antibody (rabbit Alexa Fluor-546–

conjugated, 1:500, Invitrogen). For each IHC staining, a control group was included, with the full 

protocol except for omission of the second primary antibody. A classical immunostaining protocol 

was used for the knockout validation of Syt4 and Syt7 antibodies (Fig. S1), using mouse anti-

tyrosine hydroxylase (Millipore Sigma; 1:1000) and rabbit anti-Syt4 or anti-Syt7 primary 

antibodies (Synaptic Systems; 1:1000) subsequently detected using Alexa Fluor-488-conjugated 

and Alexa Fluor-546-conjugated secondary antibodies (Invitrogen; 1:500). 

Confocal Imaging 

Images were acquired using an Olympus Fluoview FV1000 point-scanning confocal 

microscope (Olympus, Canada) with a 60x oil-immersion objective (NA 1.35). Images acquired 

using 488nm and 546 nm laser excitation were scanned sequentially to prevent non-specific bleed-

through signal. All image analysis was performed using ImageJ (National Institutes of Health) 

software. 

Reverse Transcriptase-quantitative PCR 

https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/protocols/double-labeling-same-species-primary
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/protocols/double-labeling-same-species-primary
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We used RT-qPCR to quantify the amount of mRNA encoding Syt1, 4, 5, 7 and 11 in brain 

tissue from P70 Syt4+/+ and Syt4-/- mice and P70 Syt7+/+ and Syt7-/- mice. Adult whole brains 

were harvested and homogenized in Trizol solution, then RNA extraction was performed using 

RNAeasy Mini Kit (Quiagen, Canada) according to the manufacturer’s instructions. Total purified 

RNA (40 ng) was reverse-transcribed in a total of 20 µl including 1 µl of dNTP, 1 µl of random 

hexamer, 4 µl of 5X buffer 5X, 2 µl of dithiothreitol (DTT), 1 µl of RNAse-Out and 1 µl of the 

Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase enzyme (MML-V, Invitrogen). 

Quantitative PCR was carried out in a total of 15 µl consisting of 3µl cDNA, 7.5 µl SYBER green 

PCR master mix (Quanta Biosciences, USA), 10 µM of each primer, completed up to 15 µl with 

RNA-free water. qPCR was performed on a Light Cycler 96 machine (Roche, Canada) using the 

following procedure: 10 min at 95°C; 40 cycles of 30s at 95°C, 40s at 57°C and 40s at 72°C; 1 

cycle of 15s at 95°C, 15s at 55°c and 15s at 95°C. Results were analyzed with Light Cycler 96 

software and Excel. Primers used for qPCR were as follows: Syt1: 5’ 

GTGGCAAGACACTGGTGAT 3’ and 5’ CTCAGGACTCTGGAGATCG 3’ ; Syt4: 5’ 

CACTTCCCTCACGTCAGAGGAG 3’ and 5’ GCAAGGAGAGCTCTTGGATGTG 3’; Syt5: 5’ 

GTCCCATACGTGCAACTAGG 3’ and 5’ AACGGAGAGAGAAGCAGATG 3’; Syt7: 5’ 

CCAGACGCCACACGA 3’ and 5’ CCTTCCAGAAGGTCT 3’; Syt11: 5’ 

CTTGTATGGCGGGGTCTTGT 3’ and 5’ ATACGCCCCAGCTTTGATGA 3’ and GAPDH: 5’ 

GGAGGAAACCTGCCAAGTATGA 3' and 5' TGAAGTCGCAGGAGACAACC 3'.  

 

Statistics 

Data are presented as mean +/- SEM. The level of statistical significance was established 

at p < 0.05 in one-way ANOVAs with appropriate post-hoc tests and two-tailed t tests, performed 

with Prism 8 software (GraphPad, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, # p < 0.0001). 

 

 

 

 



105 

 

2.4. Results 

 

2.4.1. D2 autoreceptors and DAT limit the extent of somatodendritic dopamine 

overflow in mouse VTA slices 

Although detectable in other rodent models such as the guinea pig (Cragg et al., 1997; Rice 

et al., 1997; Courtney et al., 2012), STD DA release in mouse mesencephalic slices has previously 

been found to be challenging to reliably detect. As mouse models are convenient for genetic 

manipulations, the difficulty to use this model has greatly slowed progress in better understanding 

the mechanisms and roles of this form of DA release. We therefore first aimed to optimize detection 

of STD DA release in mouse VTA slices by comparing different modes of stimulation and 

physiological parameters that may limit its extent. 

We first compared optogenetic and electrical stimulation of DA neurons and examined 

whether blocking DA D2 autoreceptors and the DA transporter (DAT) might increase extracellular 

DA levels and make STD DA easier to detect (Fig. 1). Previous studies performed in brain slices 

or in vivo typically triggered STD DA release using extracellular electrical stimulation (Robinson 

et al., 2003; Yang and Michael, 2007; John and Jones, 2007). In recent years, optical stimulation 

using channelrhodopsin-2 (ChR2) or other opsin variants has increasingly been used to obtain more 

selective activation of DA neuron axons (O’Neill et al., 2017). However, to this date, this approach 

has not been used to selectively trigger STD DA release in FSCV experiments.  

We compared single pulse optical (1 ms, 470 nm) and electrical (1 ms, 400 µA) stimulation. 

Recordings were performed in the VTA of DATIREScre/Ai32 mice, in which ChR2 is conditionally 

expressed in all DA neurons, and in DATIREScre heterozygote mice injected in the VTA with a 

floxed hChR2-EYFP AAV construct. Neither stimulation conditions, either in normal aCSF (Fig. 

1C and 1E) or in the presence of DAT (nomifensine, 5 µM) and D2 receptor blockade (sulpiride, 

5 µM) (Fig. 1D and 1F) yielded detectable evoked elevations of extracellular DA (Fig. 1C, 1D). 

Previous works in guinea pig demonstrated that STD DA release is frequency dependent up to 10 

Hz (Rice et al., 1997). The use of pulse trains (30 pulses at 10 Hz) in the presence of nomifensine 

and sulpiride allowed reliable detection of STD DA release in VTA slices, both for electrical 

stimulation (average peak DA levels of 340 nM +/- 28 nM in DATIREScre/Ai32 mice [n = 15] and 
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333 nM +/- 32 nM in DATIREScre mice infected with ChR2 AAV [n = 10]) and for optical 

stimulation (average peak DA levels at 187 nM +/- 17 nM in DATIREScre/Ai32 mice [n = 15] and 

220 nM +/- 37 nM in DATIREScre mice infected with ChR2 AAV [n = 10]) (Fig. 1D, 1F). Although 

peak levels of activity-dependent STD DA release in the two strains of mice tended to be higher 

with electrical compared to optical stimulation (compare bar graphs in panels D and F), the 

difference between the two modes of stimulation was significant only in the Ai32 mouse strain. 

Reuptake through the DAT and the D2 autoreceptor are two well-known regulators of 

extracellular DA levels and DA release (Congar et al., 2002; Kristensen et al., 2011; Lebowitz and 

Khoshbouei, 2020). We next examined the effect of DAT and D2 receptor blockade individually 

to determine whether a combined block of reuptake and autoreceptor function was required to 

reliably detect STD DA release in response to electrical train stimulation (Fig. 1H and 1I). Each 

recording was performed after 15 min of nomifensine or sulpiride or a combination of the two. 

Baseline levels of evoked DA in the absence of antagonist were small, but still reliably detected 

(49 nM +/- 6 nM). Blockade of DAT or D2 receptors individually, caused a significant increase in 

the maximal amplitude of evoked STD DA release in the VTA (+296% +/- 42% for nomifensine 

alone [n = 6], +210% +/- 28% for sulpiride alone [n = 6]), while a combination of the two drugs 

caused a cumulative increase of 500% +/- 51% [n = 12], thus demonstrating that the two 

manipulations were mostly additive and that a combined blockade of both membrane proteins 

allowed to maximally increase the detected signal.  

2.4.2. Optogenetic stimulation reveals strong use-dependent attenuation of 

evoked STD DA release in the VTA 

In previous work evaluating STD DA release using FSCV in guinea pig brain slices, 

repeated electrical stimuli were found to cause stimulation-dependent attenuation (Rice et al., 

1997). This represents a limiting factor to further examine the mechanisms of this form of release. 

Using optical or electrical train stimulation in the presence of nomifensine and sulpiride, we 

therefore evaluated the stability of STD DA release in response to a series of 7 consecutive stimuli 

with an interstimulus interval of 5 min. STD DA overflow evoked by optical stimulation showed 

a robust and progressive decrease in peak amplitude in response to repeated stimuli (Fig. 2A). By 

the end of the stimulation protocol, evoked STD DA release decreased by approximately 50% in 

DATIREScre/Ai32 mice and by approximately 40% in virally transduced DATIREScre mice. 
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Compatible with the possibility that this decrement was due to rundown of releasable pools of DA, 

a 20 min delay before a final stimulation revealed a clear partial recovery. Strikingly, electrical 

stimulation failed to cause a similarly extensive rundown of STD DA, with only a modest, non-

significant decrease of less than 20% detected by the last of 7 stimuli (Fig. 2B). Although 

speculative, this lack of rundown in response to electrical stimulation could be due to the 

recruitment of afferent fibers that secrete neuromodulators able to maintain vesicular DA stores for 

longer periods of time. Due to this favorable characteristic of electrical stimulation on the stability 

of STD DA release, all further experiments were performed with this mode of stimulation. 

2.4.3. DA release in the VTA and striatum exhibit similar calcium dependency 

As we aimed to examine the role of Syt calcium sensors in STD DA release and in the face 

of conflicting previous results regarding the extent to which STD DA release depends upon 

extracellular calcium levels in comparison with axonal release (Ford et al., 2010; Chen et al., 

2011), we next evaluated the release of DA at 0, 0.5 and 2.4 mM of extracellular calcium in the 

VTA (Fig. 3A). In comparison, we also examined axonal DA release in the dorsal striatum, a region 

that has been most closely examined in this respect. As expected, based on previous results (Chen 

and Rice, 2001), no release was detected in the striatum at 0 mM and 0.5 mM calcium, neither in 

response to single pulses or to trains (n = 13 slices/7 mice) (Fig. 3B). 

In the VTA, STD DA release, here again triggered in the presence of nomifensine/sulpiride 

(5 µM), was also undetectable at 0 mM extracellular calcium (n = 13 slices/7 animals), but readily 

detectable at 0.5 mM (n = 16 slices/10 mice) (Fig. 3C), as previously described in the guinea pig 

(Chen et al., 2011). Evoked STD DA release at this concentration of calcium was however only 

19% of the signal detected at 2.4 mM calcium (76 nM +/- 10 nM, compared to 388 nM +/- 39 nM) 

(Fig. 3C, 3D). Recordings performed in striatal slices in the presence of nomifensine and sulpiride 

similarly revealed detectable DA release at 0.5 mM calcium (Fig. 3B) (1.1 µM +/- 0.17 µM, n = 

13 slices/7 mice). This represents 16 % of the DA signal detected at 2.4 mM calcium (7 µM +/- 

0.87 µM) (Fig. 3B, 3D). Therefore, under the same experimental conditions, with no influence of 

DA uptake and D2 autoreceptor activation, evoked STD and axonal DA release show a similar 

calcium dependency (t-test, p= 0.2744). All further experiments were performed at 2.4 mM 

calcium. 
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2.4.4. Dopamine neurons in vivo express the calcium-sensors synaptotagmin 1, 

4 and 7 

Because Syt1 is the main calcium sensor of axonal DA release (Banerjee et al., 2020; 

Mendez et al., 2011), and Syt4 and Syt7 were previously suggested to be critical for STD DA 

release based on in vitro experiments (Mendez et al., 2011), we next evaluated the presence and 

subcellular localization of these Syt isoforms in DA neurons in vivo in the mouse brain. 

Immunohistochemistry was used to test the hypothesis that Syt4 and Syt7 are present within 

the cell body and dendrites of DA neurons in close association with compartments containing the 

vesicular monoamine transporter VMAT2. Due to the impossibility to obtain suitable VMAT2 and 

Syt antibodies produced in different species, we took advantage of a double labelling protocol 

allowing the use of two primary antibodies from the same species (rabbit) (Fig. 4A). The approach 

was validated by the observation that in control experiments in which the second primary antibody 

was omitted, no signal was detected for the second antigen, demonstrating that the second 

secondary antibody was unable to bind to the first primary antibody after the blocking step. 

Immunoreactivity for Syt4 showed a clear somatic localization in DA neurons, with a notable 

overlap with VMAT2 (Fig. 4B), with little if any signal in terminals in the striatum. Confirming 

the specificity of the antibody, signal was absent from Syt4 KO DA neurons (Fig. S1A). Syt7 

immunoreactivity was found in both the STD region of DA neurons as well as in their terminal 

region in the striatum (Fig. 4C). Syt7 immunoreactivity was strongly reduced in Syt7 KO tissue, 

although some background signal was still detectable (Fig. S1B), suggesting sub-optimal 

specificity. Finally, Syt1 was undetectable in the soma and dendrites of DA neurons, but highly 

expressed in the terminals in the striatum, as expected (Fig. 4D).  

2.4.5. Double knockout of Syt4 and Syt7 strongly reduces STD DA release  

Considering the expression of Syt4 and Syt7 in DA neurons and their apparent localization 

in the STD compartment of these neurons, we hypothesized that evoked STD DA release should 

be reduced in constitutive Syt4 or Syt7 KO mice. We took advantage of existing mouse models in 

which the synaptotagmin 4 and 7 genes were interrupted by the insertion of a neomycin cassette in 

the coding sequences of the calcium binding domains (Ferguson et al., 2000; Chakrabarti et al., 

2003). These experiments were performed using electrical train stimulation, in the presence of 

nomifensine and sulpiride. To obtain a thorough understanding of the individual roles of Syt4 and 
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Syt7, wild-type, heterozygous and KO littermates were compared, and recordings were performed 

for each mouse in the dorsal striatum, the ventral striatum (nucleus accumbens core and shell) and 

the VTA. These experiments revealed that axonal and STD DA release in the VTA were not 

significantly reduced in Syt4 or Syt7 KO mice (Fig. 5A, 5B).  

Because both isoforms are expressed in the STD domain of DA neurons, we aimed to 

determine if compensatory upregulation of the Syt isoforms occurred in individual knock-out 

mouse lines during development. Using qPCR and mRNA obtained from whole brain, we found 

that total levels of Syt4 mRNA were unchanged in Syt7 KO mice (Fig. S1D). Similarly, the levels 

of Syt7 mRNA were unchanged in Syt4 KO mice (Fig. S1E). To examine if functional 

compensation can explain the lack of change in STD DA release in the single KO mice, we next 

crossed these two mouse lines to generate a double Syt4 and Syt7 KO. As controls, Syt4-/- ; Syt7+/- 

and Syt7-/- ; Syt4+/- animals were also used for the FSCV recordings. Once again, no significant 

differences were found in the dorsal and ventral striatum (Fig. 5C). The evoked increase in 

extracellular DA concentration in the VTA of Syt4-/- ; Syt7+/- (0.334 µM +/- 0.04 µM ; n = 6 mice) 

was similar to controls from the Syt4 and Syt7 individual KO mouse lines (respectively 0.341 µM 

+/- 0.044 µM ; n = 8 mice and 0.32 µM +/- 0.046 µM ; n = 5 mice). However, in Syt4-/- ; Syt7-/- 

animals, we found a robust and significant ≈50% decrease of STD DA release (0.162 µM +/- 0.014 

µM ; n = 9 mice). Interestingly, the Syt7-/- ; Syt4+/- animals also showed a systematic decrease of 

STD DA release of about ~50% (0.175 µM +/- 0.016 µM ; n = 8 mice). Together these results 

argue that both Syt4 and Syt7 isoforms contribute to STD DA release, with functional 

compensation of one isoform by the other. These data also suggest a more critical role of Syt7 

compared to Syt4 because the presence of only one Syt7 allele is sufficient to support STD DA 

release in the absence of Syt4. 
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2.5. Discussion 

Characteristics of STD DA release 

In the present study, we performed the first characterization of optically evoked STD DA 

release in the mouse mesencephalon using a combination of optogenetics and FSCV and compared 

its characteristics to release evoked by electrical stimulation. As previously reported by others, we 

found that the absolute levels of evoked DA overflow detected in this region were low compared 

to levels detected in the terminal region in the striatum. Furthermore, we found that a robust STD 

DA release signal could only be detected using pulse-train stimulation (Fig. 1). Blocking DA 

reuptake and D2 autoreceptor function using nomifensine and sulpiride caused a 5-fold increase in 

peak signal amplitude, thus making detection of this signal straightforward and reproducible. 

Using a repeated stimulation protocol, we found that repeated optical stimulation with a 5 

min interval produces a strong rundown of STD DA release, whereas no such attenuation was seen 

with electrical stimulation (Fig. 2). This finding is compatible with previous results reporting a 

similar rundown of optically-evoked axonal DA release in the striatum (O’Neill et al., 2017). It is 

conceivable that the decrease observed with optical stimulation results from a low reserve capacity 

of STD DA release due to limited vesicular reserve pools in the soma and dendrites of DA neurons. 

It is equally possible that in response to electrical stimulation, a similar decrement is not observed 

because this form of stimulation recruits neuromodulatory mechanisms that result from activation 

of afferent terminals releasing 5-HT, NE, acetylcholine, glutamate, GABA or neuropeptides onto 

DA neurons (O’Neill et al., 2017; Nair-Roberts et al., 2008). Further experiments will be required 

to test this hypothesis. 

Our experiments comparing the impact of changes in extracellular calcium levels of STD 

and axonal DA release argue for the existence of a similar calcium dependency for both forms of 

release (Fig. 3). These findings are compatible with previous results obtained in mice, which were 

performed using patch-clamp recordings and the measurement of STD D2 receptor (Ford et al., 

2010). It is possible that a different conclusion was reached in guinea pig brain slices because some 

aspect of the STD DA release mechanism is different in that species (Chen and Rice, 2001). 

Another possibility is that a component of axonal DA release is also included in the signal detected 

in the VTA. This possibility has been raised previously (Chen et al., 2011), but the available 

anatomical data actually suggests that DA-containing axonal varicosities are scarce in the VTA 
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(Deutch et al., 1988; Bayer and Pickel, 1990), except in the context of compensatory axonal 

sprouting associated with partial lesions (Fernandes Xavier et al., 1994). It would nonetheless be 

useful to revisit this question with additional anatomical and physiological work in the future to 

provide more quantitative data. 

Contribution of Syt4 and Syt7 to STD DA release 

Finally, we examined the contribution of the synaptotagmin isoforms Syt4 and Syt7 to STD 

DA release. Acute downregulation of either isoform has previously been shown in vitro to severely 

reduce STD DA release, with no similar effect of Syt1 downregulation (Mendez et al., 2011). 

Although our present immunostaining results provide further support for the presence of these 

proteins in the STD compartment of DA neurons (Fig. 4), we failed to detect any significant 

decrease in evoked STD DA release in VTA slices prepared from individual constitutive Syt4 or 

Syt7 KO mice (Fig. 5). It is possible that contrarily to acute downregulation with siRNAs, 

constitutive gene deletion may lead to homeostatic compensation leading to elevated levels of Syt4 

in Syt7 KO mice and vice versa. It is also possible that in vitro models lack homeostatic 

compensatory mechanisms that are recruited in vivo. Another possibility is that Syt4 and Syt7 play 

similar roles in supporting STD DA release and that one can compensate for absence of the other 

in the context of constitutive gene deletion. The robust decrease in activity-dependent STD DA 

release in Syt4/Syt7 double KO mice supports this interpretation. In Syt4-/- ; Syt7-/- mice or Syt7-/- 

; Syt4+/- mice, we observed a two-fold decrease of STD DA release. This decrease was surprisingly 

not found in Syt4-/- ; Syt7+/- mice, strongly suggesting that Syt7 plays a particularly important role 

and that a single allele of Syt7 is sufficient to sustain STD DA release in the absence of Syt4.  

Considering that in the absence of both Syt4 and Syt7, approximately half of total evoked 

STD DA release remain, we hypothesise that other calcium sensors or other forms of release are 

also involved. The main synaptotagmin isoform Syt1 might be of interest, as it was recently 

demonstrated as the main calcium sensor for fast striatal DA release in vivo (Banerjee et al., 2020), 

validating previous work showing an important role of Syt1 in axonal DA release in vitro (Mendez 

et al., 2011). Interestingly, evoked STD DA release measured as D2-IPSCs was recently reported 

to be abolished in mice with conditional deletion of the active zone protein RIM, while spontaneous 

release remained intact (Robinson et al., 2019). However, the subcellular localization of RIM in 

the STD compartment of DA neurons is currently undetermined. Here, we have not found strong 
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evidence for localization of Syt1 in the STD domain of DA neurons, but further examination of 

this possibility with higher resolution techniques would be relevant. 

Our results bring to light an important role of Syt7 in both the dendritic and axonal 

compartment of DA neurons. Together with our observation that the two forms of DA secretion 

exhibit the same calcium dependency, our findings raise the interest of further evaluating a possible 

contribution of an axonal compartment to DA release within the mesencephalon, in line with 

previous speculations in the guinea pig model (Rice and Patel, 2015). Further studies of STD and 

axonal DA release in mouse models defective for combinations of Syt1, Syt4 and Syt7 would seem 

warranted. Together our work provides a new perspective on the mechanisms of STD DA release 

and raises new opportunities to disentangle the respective roles of axonal and STD DA release in 

DA-dependent physiological mechanisms and behaviors.  
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2.7. Figures 

Figure 1. –  Optogenetic and electrical stimulation trigger comparable levels of 

somatodendritic dopamine release in mouse VTA slices.  
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(A) Animal models used for optogenetic experiments. We either used a mouse line expressing a 

floxed version of light-activated channelrhodopsin (ChR2) crossed with a DA-specific Cre driver 

line (DATIREScre) or performed stereotaxic injections of AAV5-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-eYFP 

virus in the VTA of DATIREScre mice to selectively express ChR2 in DA neurons. (B) Fast Scan 

Cyclic Voltammetry was used to monitor DA levels. A voltage ramp of -400 to 1000 mV vs Ag/AgCl 

at 300 V/s was used, with a 100 ms sampling interval. Recordings were made in coronal slices 

containing the VTA and DA release was triggered by either optical stimulation with a 470 nm blue 

light LED or with a bipolar stimulating electrode. (C) Representative traces (top) and 

voltammograms (bottom) of responses obtained in the VTA with 1 pulse (1ms) of blue light («single 

pulse»), in the presence of normal ACSF or a pulse-train of stimulation (30 pulses of 1 ms at 10 

Hz), in the presence of normal ACSF. (D) Same as C, in the presence of ACSF + a DAT blocker 

(nomifensine, 5 μM) and an antagonist of D2 autoreceptors (sulpiride, 5 μM). (E) Representative 

traces (top) and voltammograms (bottom) of responses obtained in the VTA with 1 electrical pulse 

(1 ms, 400 μA) or a pulse-train (30 electrical pulses of 1 ms at 10 Hz, 400 μA), in the presence of 

aCSF. (F) Same as E, but in presence of aCSF + 5 μM nomifensine/sulpiride. (G-H-I) Effect of 

nomifensine/sulpiride on STD DA release measured by pulse-train electrical stimulation. 
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Figure 2. –  Optogenetic stimulation reveals strong use-dependent attenuation of evoked STD 

DA release in the VTA.  

 

(A) Average [DA]o peaks normalized to the first stimulation in the VTA of AI32 and injected 

DATIREScre mice evoked by optical stimulation trains (30 pulses of 1 ms at 10 Hz, 470 nm blue light 

LED). (B) Same with pulse-train electrical stimulation (30 pulses of 1 ms at 10 Hz, 400 µA). Each 

record was obtained in aCSF + 5 μM nomifensine/sulpiride with 1 recording site per slice; inter-

stimulus interval between stims 1-7 = 5 min, inter-stimulus interval between stim 7 and 8 = 20 min. 

Error bars represent +/- S.E.M. and the statistical analysis was carried out by a 1-way ANOVA 

followed by a Dunnett test (ns, non-significant; * , p < 0.05 ; **, p < 0.01 ; ***, p < 0.001; ****, 

p < 0.0001). The bold number represents the number of slices recorded / number of animals used. 
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Figure 3. –  Somatodendritic and axonal dopamine release exhibit a similar calcium 

dependency.  

 

(A) Protocol used for FSCV recordings. (B) Schematic representation of a striatal slice and 

average of [DA]o peaks obtained with single or pulse-train stimulations at 0, 0.5 and 2.4 mM of 

extracellular calcium in the aCSF, with or without addition of 5 µM of nomifensine/sulpiride. (C) 

Schematic representation of a VTA slice and average [DA]o peaks obtained with pulse-train 

stimulations at 0, 0.5 and 2.4 mM of extracellular calcium in the aCSF containing 5 µM of 

nomifensine/sulpiride. (D) Average [DA]o peaks normalized to 2.4 mM of calcium obtained in the 

VTA and dorsal striatum (dStr) with pulse-train stimulation and aCSF containing 

nomifensine/sulpiride. Representative traces and voltammograms are shown on the right. Error 

bars represent +/- S.E.M. The statistical analysis was carried out by a 1-way ANOVA followed by 

a Dunnett test (ns, non-significant; ***, p < 0.001; #, p < 0.0001). 
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Figure 4. –  Dopamine neurons express the calcium-sensors synaptotagmin 1, 4 and 7.  

 

(A) Protocol used for double immunostaining for two primary antibodies from the same host 

(adapted from a Jackson ImmunoResearch protocol). Use of normal rabbit serum and 

unconjugated Fab fragments for blocking after the first secondary. (B-D) Immunohistochemistry 

of midbrain and striatal slices of adult DATIREScre heterozygote mice showing colocalization of 

VMAT2 and either Syt1, Syt4 or Syt7 in DAergic neurons. Scale bar = 20 μm. (E) Control images 

were obtained using the full protocol without the use of the second primary antibody (in the 

midbrain). 
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Figure 5. –  Double KO of Syt4 and Syt7 strongly reduces STD DA release.  
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(A) Average [DA]o peaks (µM) obtained in the dorsal striatum, ventral striatum and VTA of Syt4 

constitutive knock-out mice bred from heterozygous crosses. (B) Same for the constitutive Syt7 

knock-out mice. (C) Same for double Syt4/Syt7 KO mice (Syt4-/- ; Syt7-/-) and heterozygotes control 

animals (Syt4-/- ; Syt7+/- and Syt7-/- ; Syt4+/-). Each recording from the VTA was obtained in aCSF 

+ 5 μM nomifensine/sulpiride with 2 recording sites per slice and pulse-train stimulation (30 

pulses, 10 Hz, 400 µA). Each recording from the striatum was obtained in normal aCSF with 6 

recording sites per slice for the dorsal striatum and 4 for the ventral (nucleus accumbens core and 

shell), using single pulse stimulation (1ms, 400 µA). Error bars represent +/- S.E.M. The statistical 

analysis was carried out by 1-way ANOVA followed by a Tukey test (ns, non-significant; ***, p < 

0.001; #, p < 0.0001). The bold number represents the number of slices recorded / number of 

animals used.  

Figure 6. –  Supplementary figure 1: Knockout validation of Syt4 and Syt7 antibodies  
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(A) TH and Syt4 immunostaining of adult Syt4 WT (+/+) and KO (-/-) mesencephalon showing the 

specificity of the Syt4 antibody. (B) TH and Syt7 immunostaining of adult Syt7 WT (+/+) and KO 

(-/-) mice showing a strong reduction in signal, with some remaining background signal in the KO 

animals. The anti-Syt7 antibody was generated against a recombinant peptide comprising amino 

acids 46–133 of the unique Syt7 spacer domain (Sugita et al., 2001b). The targeting vector 

generated a stop codon after the position coding for amino acid 83 in exon 4, thus making it 

possible that the remaining signal corresponds to a short, mutated protein comprising the lumenal 

domain, the transmembrane region, and only a fraction of the spacer domain. (C) Representative 

striatal brain slices recorded during FSCV experiments in WT and Syt4 constitutive KO mice. Red 

arrow indicates obvious neurodevelopmental defects at the level of the anterior commissure and 

the corpus callosum in KO animals. (D and E) Relative changes of mRNA levels measured by 

qPCR in Syt7 (C) and Syt4 (D) KO mice. Ct values (mean of duplicate repeats) of Syt1, 4, 5, 7 and 

11 mRNA levels were normalized to the Ct value of GAPDH in the same samples. Error bars 

represent +/- S.E.M. Statistical analysis was carried out using a t-test (WT vs KO samples) (**, p 

< 0.01; #, p < 0.0001)  
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Chapitre 3 – Rôle de Syt1 dans la libération de dopamine 

(article II) 

 

L’article qui suit présente les résultats de notre deuxième étude visant à caractériser le rôle 

de la synaptotagmine 1 dans la libération axonale et somatodendritique de dopamine. Nous 

avons pour cela généré un KO conditionnel de cette isoforme dans le système dopaminergique 

(Syt1 cKODA). Lors de l’initiation de ce projet en 2019, le senseur calcique impliqué dans la 

libération rapide de DA n’avait pas encore été découvert. Cependant, le groupe de Pascal 

Kaeser généra de son coté le KO conditionnel de Syt1 dans le système DA et démontra en 

premier son rôle dans la libération phasique de DA au niveau des terminaisons axonales 

(Banerjee et al., 2020). En développant ce modèle en parallèle nous avons néanmoins : 

(1) validé par voltammétrie cyclique que Syt1 est le senseur calcique principal impliqué 

dans l’exocytose de dopamine au niveau des terminaisons du striatum. 

(2) démontré la contribution de Syt1 dans la libération phasique de DA au compartiment 

somatodendritique et suggéré l’existence d’une composante axonale dans le mésencéphale 

ventral. 

(3) montré la résilience importante des fonctions motrices dépendantes de la dopamine dans 

un contexte de quasi-abolition de la libération phasique de DA, ainsi que les adaptations du 

système dopaminergique qui en découlent.  

Ces données étendent ainsi grandement les données du groupe de Kaeser et apportent 

notamment un nouvel éclairage sur les raisons pour lesquelles une perte importante de 

l’innervation dopaminergique est nécessaire pour commencer à observer les 

dysfonctionnements moteurs typiques dans la maladie de Parkinson.  
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3.1. Summary 

Midbrain dopamine (DA) neurons, a population of cells that are critical for motor control, 

motivated behaviors and cognition, release DA via an exocytotic mechanism from both their axonal 

terminals and their somatodendritic (STD) compartment. Here we conditionally deleted the 

calcium sensor synaptotagmin-1 (Syt1) in DA neurons (cKODA mice) to determine the roles of 

activity-dependent DA release. While evoked axonal DA release was largely abrogated in the 

striatum and strongly reduced in the ventral mesencephalon, Syt1 cKODA mice showed intact 

performance in multiple DA-dependent motor tasks, suggesting that activity-dependent DA release 

is dispensable for basic motor functions. Strikingly, basal extracellular levels of DA in the striatum 

were unchanged, suggesting that a basal tone of extracellular DA is sufficient to sustain basic 

movement. We also found multiple adaptations in the DA system of cKODA mice, similar to those 

happening at early stages of Parkinson’s disease. Overall, while validating Syt1 as the critical 

calcium sensor controlling evoked-DA release, our study reveals the striking resilience of DA-

dependent motor functions in the context of a near-abolition of phasic DA release, shedding new 

light on why extensive loss of DA innervation is required to reveal motor dysfunctions in 

Parkinson’s disease. 

 

Keywords: dopamine, exocytosis, synaptotagmin, somatodendritic, movement  
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3.2. Introduction 

The neuromodulator dopamine (DA) plays a key role in motor control, motivated behaviors 

and cognition (Schultz, 2007; Surmeier et al., 2014). Blockade of DA receptors severely impairs 

most motor behaviors (Hauber, 1996) and a severe loss of DA in the striatum and other brain 

regions leads to the characteristic motor dysfunctions of Parkinson’s disease (PD). It is striking 

that in PD, motor dysfunctions only appear when the striatum is severely denervated and that DA 

replacement therapy with L-DOPA is able to restore motor functions by boosting DA production 

in the remaining, sparse DA axonal fibers (Mercuri and Bernardi, 2005). Such observations are 

puzzling and ill-understood and suggest the possibility that a minimal basal tone of DA, coupled 

with adaptations to the DA system to boost its sensitivity, are sufficient to maintain motor functions 

(Golden et al., 2013). 

Compatible with such observations, DA is thought to act in the brain as a neuromodulator 

involved in a form of “volume transmission” and not as a point-to-point fast neurotransmitter 

(Descarries et al., 1996; Antonopoulos et al., 2002; Descarries et al., 2008; Ducrot et al., 2020). 

DA release occurs not only from axon terminals in the vast axonal arbors of DA neurons, but also 

from the neurons’ somatodendritic (STD) compartment (Rice and Patel, 2015). The molecular 

machinery underlying exocytotic DA release from terminals (Mendez et al., 2011; Liu et al., 2018; 

Banerjee et al., 2020a; Liu et al., 2021) or dendrites (Bergquist et al., 2002; Fortin et al., 2006; 

Hikima et al., 2021; Mendez et al., 2011; Ovsepian and Dolly, 2011; Rice and Patel, 2015) is 

presently fragmentary. Discoveries on such mechanisms are likely to lead to a better understanding 

of the functions and connectivity of all classes of modulatory neurons. 

Vesicular exocytosis requires the concerted action of SNARE proteins and calcium sensors 

from the synaptotagmin family (Syt) (Sudhof, 2004). Of the 17 Syt isoforms identified so far, only 

Syt1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, and 10 have been reported to bind calcium and drive vesicular fusion (Andrews 

and Chakrabarti, 2005). Syt1, 2, and 9 were confirmed as calcium sensors for fast synaptic 

neurotransmitter release from axon terminals (Xu et al., 2007). Syt1 was first shown to play a key 

role in axonal DA release in primary DA neurons (Mendez et al., 2011) in which it is present at 

both synaptic and non-synaptic terminals (Ducrot et al., 2020), but most likely absent from 

dendrites (Mendez et al., 2011). Recent work has confirmed and extended this finding in the intact 

brain by showing that Syt1 is essential for evoked DA release (Banerjee et al., 2020b). Syt4 and 
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Syt7 were recently shown to control STD DA release, suggesting a distinct molecular machinery 

compared to axonal DA release (Mendez et al., 2011; Delignat-Lavaud et al., 2021). 

Here, we defined the consequence of loss of Syt1 in DA neurons by evaluating the impact 

of this deletion on DA-dependent behaviors and by characterizing the selective roles of Syt1 in 

axonal and STD DA release. We find that basic motor functions are intact in mice lacking Syt1 in 

DA neurons (Syt1 cKODA). Combined with our observations that loss of Syt1 leads to extensive 

loss of axonal DA release in the striatum, to partial loss of DA release in the mesencephalon and 

to unaltered extracellular DA levels in the striatum and mesencephalon, our findings suggest that 

basal motor functions in rodents only require the maintenance of a basal tone of extracellular DA 

largely independent of Syt1-dependent phasic release. We hypothesize that this situation is very 

similar to pre-symptomatic stages of PD and sheds light on the surprising resilience of motor 

functions after extensive loss of evoked DA.  



130 

 

3.3. Methods 

Animal model 

The Syt1-floxed mouse line (Syt1lox/lox) was obtained from Dr. Schneggenburger who 

rederivated the Syt1tm1a(EUCOMM)Wtsi (EMMA, Monterotondo, Italy; EM06829; 

RRID:MGI_5450372) strain with a C57Bl6 background carrying a constitutively expressing FLP 

gene in order to remove the Frt-flanked lacZ/neo insert (Kochubey et al., 2016). We then crossed 

the Syt1lox/lox mice with B6.SJL-Slc6a3tm1.1(cre)Bkmm/J; DATIRES-Cre mice (The Jackson 

Laboratory, stock 006660, USA), driving expression of the cre recombinase under the control of 

the DAT promoter, resulting in the selective deletion of Syt1 alleles in the DA neurons (Fig. 1A). 

Syt1-floxed/DATIRES-cre mice were bred from heterozygous crosses to generate Syt1 conditional 

knockout in DA neurons (cKODA), heterozygotes and wild-type animals, referred in the manuscript 

as Syt1-/-, Syt1+/- and Syt1+/+ respectively. Genotyping for Syt1 cKODA mice was determined using 

specific primers to target the Syt1-floxed alleles - Syt1lox forward: 

GATTCATGATGTCACTGAATCCTATGC and Syt1lox reverse 

CTGGCAAGTAGCTTAGTGAGTC. Experiments were performed blind with regards to animal 

genotype. All procedures involving animals and their care were conducted in accordance with the 

Guide to care and use of Experimental Animals of the Canadian Council on Animal Care. The 

experimental protocols were approved by the animal ethics committees of the Université de 

Montréal. For microdialysis experiment, the study was approved by the Animal Care committee of 

the research center of the Hôpital du Sacré-Cœur de Montréal (CIUSSS NIM). Housing was at a 

constant temperature (21°C) and humidity (60%), under a fixed 12h light/dark cycle, with food and 

water available ad libitum. 

Viral injection 

6-7 week-old cKODA or Syt1lox/lox mice were anesthetized with isoflurane (Aerrane; Baxter, 

Deerfield, IL, USA) and fixed on a stereotaxic frame (Stoelting,Wood Dale, IL, USA). A small hole 

was drilled in the exposed skull and a 10 µl Hamilton syringe connected to a borosilicate injection 

micropipette pulled using a P-2000 puller (Sutter Instrument) coupled with a Quintessential 

Stereotaxic Injector (Stoelting) were used for the injections. For virally induced Syt1 KO, a AAV9-

TH-cre-myc-2A-fusion-red virus (2.1E+13vg/ml) and AAV9-TH-fusion-red-Sv40 

(1.99E+13vg/ml) control virus (kindly provided by Dr. James Surmeier) were injected bilaterally 
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to Syt1lox/lox mice at the following injection coordinates [AP (anterior–posterior; ML (medial–

lateral); DV (dorsal-ventral), from bregma]: AP -2.8 mm; ML + and – 0.9 mm; DV -4.3 mm and 

AP -3.2 mm; ML + and – 1.5 mm; DV -4.2 mm (0.5 µL per sites at a rate of 0.25 µL/min, for a 

total of 2 µl per mice), in order to infect neurons in the entire ventral mesencephalon. For 

optogenetic experiments, a pAAV-syn-ChR2-eYFP-Kv plasmid was purchased (Addgene plasmid 

# 89256, USA, originally from McLean Bolton), modified to insert a double-floxed inverse open 

reading frame (DIO) and packaged into an AAV2/5 backbone. The AAV2/5-hsyn-DIO-ChR2-

eYFP-Kv (6.2 x1012 vg/mL, Neurophotonics Québec, CANADA) virus or a AAV5-EF1a-DIO-

hChR2(H134R)-eYFP (4.2x1012 vg/mL, UNC GTC Vector core, USA) control virus were injected 

with the same protocol as above to infect the entire mesencephalon of Syt1+/+ and Syt1-/- mice. 

Each virus was diluted (1:3) with sterile saline solution and kept on ice prior injections. Animals 

recovered in their home cage and were closely monitored for 3 days. The brains were collected for 

FCSV and immunohistochemistry 3-4 weeks after injections. For FSCV experiment success of the 

injections was visually validated each time during the slicing of the brains by visualizing the 

presence of the eYFP reporter. 

Brain slices preparation 

Acute brain slices from 10-12-week-old male or female cKODA mice were used for all fast 

scan cyclic voltammetry (FSCV) recordings. When possible, matched pairs of Syt1+/+ and Syt1+/-

/Syt1-/- mice were used on each experimental day. The animals were anesthetized with halothane, 

decapitated and the brain quickly harvested. Next, the brain was submersed in ice-cold oxygenated 

artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): NaCl (125), KCl (2.5), KH2PO4 (0.3), 

NaHCO3 (26), glucose (10), CaCl2 (2.4), MgSO4 (1.3) and coronal striatal and/or midbrain brain 

slices of 300 µm thickness were prepared with a Leica VT1000S vibrating blade microtome. Once 

sliced, the tissue was transferred to oxygenated aCSF at room temperature and allowed to recover 

for at least 1h. For recordings, slices were placed in a custom-made recording chamber superfused 

with aCSF at 1 ml/min and maintained at 32°C with a TC-324B single channel heater controller 

(Warner Instruments, USA). All solutions were adjusted at pH 7.35-7.4, 300 mOsm/kg and 

saturated with 95% O2-5% CO2 at least 30 min prior to each experiment.  

Fast Scan Cyclic Voltammetry 
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Electrically or optically evoked DA release was measured by FSCV using a 7 µm diameter 

carbon-fiber electrode placed into the tissue ∼100 µm below the surface. A bipolar electrode 

(Plastics One, Roanoke, VA, USA) or an optical fiber connected to a 470 nm wavelength LED was 

placed ∼200 µm away from the recording site. Carbon-fiber electrodes (Goodfellow Cambridge 

Limited, UK) of 7 µm in diameter were aspirated into ethanol-cleaned glass capillaries (1.2 mm 

O.D., 0.68 mm I.D., 4 inches long; World Precision Instruments, FL, USA). The glass capillaries 

were then pulled using a P-2000 micropipette puller (Sutter Instruments, Novato, USA), dipped 

into 90°C epoxy for 30 s (Epo-Tek 301, Epoxy Technology, MASS, USA) and cleaned in hot acetone 

for 3s. The electrodes were heated at 100°C for 12 h and 150°C for 5 days. Electrodes were then 

polished and filled with potassium acetate at 4M and potassium chloride at 150 mM. The protruding 

carbon fibers were cut using a scalpel blade under direct visualization to a length allowing to obtain 

maximal basal currents of 100 to 180 nA. The electrodes were calibrated with 1 µM DA in aCSF 

before and after each recorded slice and the mean of the current values obtained were used to 

determine the concentration of released DA. After use, electrodes were cleaned with isopropyl 

alcohol (Bioshop, France). The potential of the carbon fiber electrode was scanned at a rate of 300 

V/s according to a 10 ms triangular voltage wave (−400 to 1000 mV vs Ag/AgCl) with a 100 ms 

sampling interval, using a CV 203BU headstage preamplifier (Molecular Devices) and a Axopatch 

200B amplifier (Molecular Devices, USA). Data were acquired using a Digidata 1440a analog to 

digital converter board (Molecular Devices, USA) connected to a computer using Clampex 

(Molecular Devices, USA). Slices were left to stabilize for 20 min before any electrochemical 

recordings. After positioning of the bipolar stimulation electrode or the optical probe and carbon 

fiber electrodes in the tissue, single pulses (400 µA or 30 mW, 1 ms,) or pulses-train (30 pulses at 

10 Hz) were applied to the tissue to trigger DA release. 

Behavioral analyses 

Grip strength test. A grip strength apparatus (BioSeb instruments, BIO-GS3, France) was 

used to evaluate the paw force developed by Syt1 cKODA mice. 10-12-week-old male or female 

mice were held firmly by the tail and slowly lowered until their forepaws grasped the middle of the 

grid. Subjects were then lowered to a horizontal position and pulled following the axis of the sensor 

until they released their grasp on the grid. The maximum force exhibited by the subject was 
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recorded. The test was repeated 3 times with 30 min resting period between each trial. The results 

are presented as the means of the 3 trials divided by the body weight of each recorded mouse. 

Pole test. The test was conducted with a homemade 48-cm metal rod of 1-cm diameter 

covered with adhesive tape to facilitate traction, placed in a cage. 10-12-week-old male or female 

Syt1 cKODA were positioned head-up at the top of the pole and the time required to turn (t-turn) 

and climb down completely was recorded. The results are presented as the mean of 2 sessions, with 

3 trial per sessions for each mouse. 

Rotarod. Motor coordination was evaluated with a rotarod apparatus (Harvard Apparatus, 

LE8205, USA). 10-12-week-old male or female Syt1 cKODA mice were pre-trained on the rotarod 

for two consecutive days to reach a stable performance and then tested on day three. On the first 

day, mice were placed on the rotarod, rotating at a constant speed of 4 rpm. They remained on the 

rotarod until either one min had passed, or up to a maximum of 3 attempts at placing them on the 

rod. On the second day, mice were trained on the device with an accelerated rotation of 4 to 40 

rpm, over a ten-min period. This training was repeated 3 times with approximately 30 min of rest 

between each trial. Mice were tested on the accelerating rod on day 3 and the latency to fall the 

device of each tested animal was recorded. The results are presented as the means of the 3 trials on 

day 3. 

Open field. The locomotor behavior of 11-12-week-old male or female Syt1 cKODA mice 

was recorded using an infrared actimeter (Superflex sensor version 4.6, Omnitech) using the Fusion 

software (v5.6 Superflex Edition). A chamber partition was used to measure two mice at a time. 

Subjects were not given time to acclimate and spent a total of 60 min in the chamber with the 

following protocol: the first 20 min was used to record basal locomotion, while the following 40 

min was used to record locomotion after saline or drug administration (i.p.). Drug treatments 

correspond to a single dose of cocaine hydrochloride at 20 mg/kg (Medisca, cat# 53-21-4, Canada) 

or D-amphetamine sulfate at 5 mg/kg (Tocriss, 2813, UK) at regimens known to increase 

locomotion (Itzhak and Martin, 1999; Steinkellner et al., 2014). SCH23390-HCl (Sigma, D-054, 

Canada) at 50 µg/kg, quinpirole-HCl at 0.2 mg/kg (Sigma, Q-102, Canada) and raclopride L-

tartrate at 1 mg/kg (Sigma, R-121, Canada) were also used at selected high doses known to reduce 

locomotion in the open field (Centonze et al., 2003; Dourado et al., 2016; Radl et al., 2018). Each 
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drug was diluted into 0.9% sodium chloride (saline) solution (Halyard, #cat 116). Results are 

presented as the mean of the traveled distance. 

Autoradiography 

10-12-week-old male or female Syt1 cKODA mice were anesthetized using pentobarbital 

NaCl solution (7 mg/mL) injected intraperitoneally and then were perfused intracardially with 20 

mL of PBS to remove the blood. The brains were extracted and quickly dipped in isopentane at -

30°C for 1 min. 10-microns thick coronal sections of the whole striatum were then cut using a 

cryostat (Leica Biosystem, Model 3050) and mounted on charged microscope slides (X-tra, Leica, 

Canada). For binding assays, after a pre-wash step in Tris-HCl buffer (15 min) at room 

temperature, incubation was performed for l h at room temperature in a 50 mM Tris-HCl buffer 

(pH 7.4), containing 120 mM NaC1, 5 mM KC1, 2 mM CaC12, 1 mM MgC12, in the presence of 

different concentrations (0.075 – 5 nM) of [3H]-raclopride (specific activity 82.8 Ci/mmol, Perkin 

Elmer, #NET975250UC, Canada) for D2 binding or different concentrations (0.150 – 10 nM) of 

[3H]-SCH23390 (specific activity 83.6 Ci/mmol, Perkin Elmer, #NET930025UC, Canada) for D1 

binding. To determine the non-specific binding, adjacent sections were incubated respectively with 

5 µM of sulpiride (Sigma, cat#S7771, Canada) for D2 binding and 20 nM mianserin hydrochloride 

(Sigma, cat#M2525, Canada) with 1 µM SCH-39166 hydrobromide (Tocris, cat#2299, Canada) 

for D1 binding. Incubation was terminated by rinsing sections twice for 5 min in ice-cold Tris-

HC1, 50 mM (pH 7.4). Sections were then dipped briefly in cold distilled water and dried overnight. 

The microscope slides with tissue sections were placed in a light-proof X-ray cassette. 

Autoradiographs were prepared by placing the slide-mounted tissue sections in contact with a 

tritium-sensitive film (Biomax MR, Kodack, cat#8715187, Canada) for 6 weeks at room 

temperature. The films were then developed, and autoradiograms analyzed by densitometry. 

Autoradiograms were acquired using a Grayscale Digital Camera (Model CFW-1612M, Scion 

Corporation, Maryland, USA). The precise topography of D1 and D2 receptors in the striatum was 

determined from autoradiograms of 4 serial coronal sections for each dilution corresponding to 

approximately bregma +1.34 mm to 0.38 mm of the Paxinos and Watson mouse brain atlas 

(Paxinos and Franklin, 2019). In each section, the caudate-putamen was arbitrarily divided into 4 

quadrants (dorso-lateral, ventro-lateral, dorso-medial and ventro-medial). For each quadrant, the 

mean signal intensities were measured on ImageJ software and non-specific binding was subtracted 
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from all density readings. The corrected optical gray densities of the different brain areas were 

converted into nCi/mg of tissue using a [3H] radioactive standard disposed on each film (American 

Radiolabeled Chemicals Inc., Cat# ART 0123A). The saturation binding curves were then analyzed 

on GraphPad software using a non-linear regression with the equation Y = Bmax*X/(Kd + X), where 

Y represents the specific binding values (nCi/mg of tissue) and X the radioligand concentration to 

estimate Bmax, the maximum specific binding and Kd, the radioligand concentration needed to 

achieve a half-maximum binding at equilibrium. The two last parameters were extracted and 

represent respectively the receptor density and the radioligands affinity for D1 or D2 receptors. 

Tissue preparation and immunohistochemistry 

10-12-week-old male or female Syt1 cKODA mice were anesthetized using pentobarbital 

NaCl solution (7 mg/mL) injected intraperitoneally and then were perfused intracardially with 20 

mL of PBS followed by 30 mL of paraformaldehyde (PFA) 4%. The brains were extracted, placed 

48 h in PFA followed by 48h in a 30% sucrose solution and frozen in isopentane at -30°C for 1 

min. 40 microns thick coronal sections were then cut using a cryostat (Leica CM1800) and placed 

in antifreeze solution at -20°C until used. For slice immunostaining, after a PBS wash, the tissue 

was permeabilized, nonspecific binding sites were blocked and slices were incubated overnight 

with a rabbit anti-tyrosine hydroxylase (TH) (1:1000, AB152, Millipore Sigma, USA), a rat anti-

DAT (1:2000, MAB369; MilliporeSigma, USA), a rabbit anti-VMAT2 (1:2000, kindly provided by 

Dr. G.W. Miller, Emory University, USA (Cliburn et al., 2017)), a rabbit anti-5-HT (1:2000, 20080 

ImmunoStar, In; USA), a chicken anti-GFP (1:1000, GFP-1020; Aves Labs, USA) and/or a rabbit 

anti-RFP (1:1000, CA600-401-379, Rockland Inc., USA) antibody. Primary antibodies were 

subsequently detected with rabbit, rat or chicken Alexa Fluor-488–conjugated, 546-conjugated 

and/or 647-conjugated secondary antibodies (1:500, 2h incubation; Invitrogen, Canada). Slices 

were mounted on charged microscope slides (Superfrost/Plus, Fisher Scientific, Canada) and 

stored at 4°C prior to image acquisition. 

Confocal imaging 

Images were acquired using an Olympus Fluoview FV1000 point-scanning confocal 

microscope (Olympus, Canada) with a 60x oil-immersion objective (NA 1.42). Images acquired 

using 488nm, 546 nm and 647 laser excitations were scanned sequentially to prevent non-specific 

bleed-through signal. All image analysis was performed using ImageJ (National Institutes of 
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Health) software. For the immunohistochemical characterization of brain tissue obtained from Syt1 

cKODA mice or virally induced Syt1 KO mice, surface and intensity for each signal were measured 

in a series of 5 different striatal sections ranging from bregma +0.98 to bregma -1.06 mm, with a 

total of 22 different spots for each hemisphere (Fig. S4A).  

Stereology 

One out of every 6th cryostat section was used for TH immunostaining stereological 

counting of DA neurons. After a PBS wash, the tissue was incubated for 10 min with 0.9% H2O2 

solution, then washed with PBS again and incubated for 48h with a rabbit anti-TH antibody 

(1:1000, AB152, Millipore Sigma, USA) at 4°C, 12h with goat anti-rabbit biotin-SP-AffiniPure 

secondary antibody (111-065-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA) at 4°C and 3h 

with horseradish peroxidase streptavidin (016-030-084, Cedarlane, USA). The diaminobenzidine 

(DAB) reaction was carried out for 45s, then stopped by incubation with 0.1M acetate buffer. Slices 

were mounted on charged microscope slides (Superfrost/Plus, Fisher Scientific, Canada) and left 

to dry for 96h after which they were stained with cresyl violet and went through incubations with 

increasing concentrations of alcohol. After short isopropanol and xylene baths, slides were sealed 

with Permount mounting medium (SP15-100, Fisher, USA) using glass coverslips. TH-

immunoreactive neurons were counted in one out of every sixth section using a 100x oil-immersion 

objective on a Leica microscope equipped with a motorized stage. A 60 x 60 μm2 counting frame 

was used in the Stereo Investigator (MBF Bioscience) sampling software with a 12 µm optical 

dissector (2 µm guard zones) and counting site intervals of 150 µm after a random start (100 µm 

intervals for unilateral lesion). Mesencephalic DA nuclei, including the VTA, SNc and RRF were 

examined. Stereological estimates of the total number of TH-immunoreactive neurons within each 

nucleus were obtained. The number of TH-negative neurons was also estimated similarly in each 

region based on cresyl violet staining. 

Primary neuronal co-cultures 

For all experiments, postnatal day 0-3 (P0-P3) mice were cryoanesthetized, decapited and 

used for co-cultures according to a previously described protocol (Caroline Fasano et al., 2008). 

Primary DA neurons from VTA or SNc were prepared from Syt1-/- or Syt1+/+ pups and co-cultured 

with ventral striatum and dorsal striatum neurons from Syt1-/- or Syt1+/+ pups, respectively. Neurons 

were seeded (60 000 cells/mL) on a monolayer of cortical astrocytes grown on collagen/poly-L-
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lysine-coated glass coverslips. All cultures were incubated at 37°C in 5% CO2 and maintained in 

2/3 of Neurobasal, enriched with 1% penicillin/streptomycin, 1% Glutamax, 2% B-27 supplement 

and 5% fetal bovine serum (Invitrogen, Canada) plus 1/3 of minimum essential medium enriched 

with 1% penicillin/streptomycin, 1% Glutamax, 20 mM glucose, 1mM sodium pyruvate and 100 

µl of MITO+ serum extender. All primary neuronal co-cultures were used at 14 days in vitro (DIV). 

Immunocytochemistry on cell cultures 

Cultures were fixed at 14-DIV with 4% paraformaldehyde (PFA; in PBS, pH-7.4), 

permeabilized with 0,1% triton X-100 during 20 min, and nonspecific binding sites were blocked 

with 10% bovine serum albumin during 10 min. Primary antibodies were: mouse anti-TH (1:2000, 

MAB318, Millipore Sigma, USA), rabbit anti-TH (1:2000, AB152, Millipore Sigma, USA), rabbit 

anti-Syt1 (1:1000, 105-103, Synaptic Systems, Germany), rabbit anti-VMAT2 (1:2000, gift of Dr. 

Gary Miller, Colombia University) and mouse anti-MAP2 (1:2000, MAB3418, Millipore Sigma, 

USA). These were subsequently detected using Alexa Fluor-488-conjugated, Alexa Fluor-546-

conjugated, Alexa Fluor-568-conjugated and Alexa Fluor-647-conjugated secondary 

antibodies (1:500, Invitrogen, Canada). 

RT-qPCR 

We used RT-qPCR to quantify the amount of mRNA encoding Syt1, 4, 7 and 11, Doc2b, 

TH, DAT and VMAT2 in brain tissue from P70 Syt1+/+ and Syt1-/- mice. The brains were quickly 

harvested and the ventral mesencephalon containing SN/VTA structures were microdissected and 

homogenized in 500 µL of trizol. Next, RNA extraction was performed using RNAeasy Mini Kit 

(Qiagen, Canada) according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity was validated using 

a Bioanalyzer 2100 (Agilent). Total RNA was treated with DNase and reverse transcribed using 

the Maxima First Strand cDNA synthesis kit with ds DNase (Thermo Fisher Scientific). Gene 

expression was determined using assays designed with the Universal Probe Library from Roche 

(www.universalprobelibrary.com). For each qPCR assay, a standard curve was performed to ensure 

that the efficiency of the assay was between 90% and 110%. Assay information is presented in 

supplementary Table 1. The QuantStudio qPCR instrument (Thermo Fisher Scientific) was used 

to detect the amplification level. Relative expression comparison (RQ = 2^-ΔΔCT) was calculated 

using the Expression Suite software (Thermo Fisher Scientific), using GAPDH as an endogenous 

control. 
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Western Blot 

Striatum samples microdissected from Sy1+/+, Syt1+/-, Syt1-/- adult mice were lysed in RIPA 

buffer (Fisher Scientific, PI89900) containing a protease inhibitor cocktail (Sigma). Homogenized 

tissue samples were centrifuged at 12000g for 30 min at 4°C. Supernatant was collected and protein 

quantification was done with BCA reagent (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, 

PI23227). 20 μg of each sample was separated on 8% SDS-PAGE followed by transfer onto a 

nitrocellulose membrane. Membrane blocking was done with 10% skimmed milk for 90 min at RT 

with gentle shaking. The membranes were incubated overnight at 4°C with gentle shaking with rat 

anti-DAT (1:1000, MAB369; MilliporeSigma, USA), rabbit anti-TH (1:1000, AB152, Millipore 

Sigma, USA), rabbit anti-VMAT2 (1:5000, kindly provided by Dr. G.W. Miller, Emory University, 

USA (Cliburn et al., 2017)) and mouse anti-β-actin (1:5000, A3854, Sigma-Aldrich, Canada) 

primary antibodies. Membranes were washed 5 times with TBST buffer for 5 min each time. After 

this, appropriate secondary antibodies (1:5000) were added and the incubation was done at RT for 

90 min with gentle shaking. Membranes were washed again with TBST buffer for 5 times X 5 min 

and developed using Clarity Western ECL substrate (Bio-Rad, 1004384863). Images were captured 

on a Luminescent Image Analyzer (GE Healthcare) using Image quant LAS 4000 software. 

Membranes were stripped and re-probed for β-actin as a loading control. 

Microdialysis guide cannula implantation 

10-12 weeks old male and female Syt1 cKODA mice were anesthetized with sodium 

isoflurane (2.5% isoflurane at 0.5 L/min oxygen flow), coupled with infiltration analgesia of 1.5 

mg/kg lidocaine/bupivacaine 10 min prior to incision of the skull and stereotaxic implantation with 

a microdialysis guide cannula (CMA 7, Harvard Apparatus) into the left dorsal subdivision of the 

striatum (coordinates: 1.0 mm anterior of bregma, 2.0 mm lateral of bregma, and -3.3 mm below 

pia) and the right substantia nigra and ventral tegmental area (coordinates: -3.3 mm anterior of 

bregma, -0.8 mm lateral of bregma, and -3.4 mm below pia) following Paxinos coordinates 

(Paxinos and Franklin, 2019). These guide cannulas were then used to insert the microdialysis 

probes (6 kDa MW cut-off, CMA 7, Harvard Apparatus) into the target sites. Guide cannulas were 

secured with acrylic dental cement and an anchor screw was threaded into the cranium. 

Buprenorphine (0.05 mg/kg, subcutaneously) was used for postoperative analgesia (once daily for 

2 days). Animals were allowed 1-week (housed one per cage) to recover from cannula implantation 
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before dialysis measurements of extracellular DA, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), 

norepinephrine (NE), and serotonin (5-HT) levels by microdialysis. A removable obturator was 

inserted into the cannula to prevent cerebrospinal fluid seepage and infection. 

Microdialysis 

Microdialysis probes were calibrated in aCSF containing (in mM): NaCl (126), KCl (3), 

NaHCO3 (26), NaH2PO4 (3), MgCl2 (1.3), CaCl2 (2.3), and L-ascorbic acid (0.2). In vitro probe 

recovery ranged from 4% to 30% at a flow rate of 1 µL/min. A computer-controlled microinfusion 

pump (CMA) was used to deliver perfusate to the probes, and the dialysate was collected from the 

outlet line. Probes were inserted into the indwelling guide cannulas of the anesthetized animals and 

perfused with aCSF (flow rate set at 1 µL/min). To minimize the influence of needle trauma on 

experimental outcomes, dialysates samples were collected during a typical 60 min equilibration 

period but were discarded and not analyzed. Three samples were then taken at 20 min intervals for 

60 min. Each 10 µl dialysate sample was collected in a fraction vial preloaded with 1 µl of 

0.25 mol/l perchloric acid to prevent analyte degradation and immediately stored at 4 °C for 

subsequent analysis. Following microdialysis, mice received an intraperitoneal injection of 

ketamine/xylazine (120 mg/10 mg/kg) and were intracardially injected with cold saline, 

decapitated and the brains were harvested. After the microdialysis experiments, the striatum of 

each mouse was microdissected, and flash frozen in isopentane cooled to -35 °C on dry ice and 

stored at -80 °C prior to HPLC quantification. 

High performance liquid chromatography 

Extracellular DA, DOPAC, 5-HT and NE concentrations in the left dorsal subdivision of 

the striatum and the right substantia nigra and ventral tegmental area were determined with high-

performance liquid chromatography (HPLC) using a Dionex pump (ultimate 3000) coupled with 

electrochemical detection (EC) (Isingrini et al., 2017). Samples were run through a Luna C18 (2) 

75 mm × 4.6 mm 3 µm analytical column at a flow rate of 1.5 ml/min and the electrochemical 

detector (ESA CoulArray, model #5600A) was set at a potential of -250 mV and +300 mV. The 

mobile phase consisted of 6% methanol, 0.341 mM 1-octanesulfoic acid sodium salt, 168.2 mM 

sodium acetate, 66.6 mM citric acid monohydrate, 0.025 mM ethylenediamine-tetra-acetic acid 

disodium and 0.71 mM triethylamine adjusted to pH 4.0–4.1 with acetic acid. Using ESA’s 

CoulArray software, the position of the peaks for each metabolite was compared to an external 
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standard solution containing 25 ng/ml DA, DOPAC, 5-HT, NE and 50 mM acetic acid prepared 

fresh daily from stock solutions and loaded with samples into a refrigerated (10 °C) Dionex RS 

autosampler (ultimate 3000). Under these conditions, the retention time for DOPAC, NE, DA, and 

5-HT was approximately 2.5 min, 1.1 min, 2.8 min, and 3.76 min respectively, with a total run time 

of 22 min/sample. Chromatographic peak analysis was accomplished by identification of unknown 

peaks in a sample matched according to retention times from known standards using Chromaleon 

software. The mean standard (n = 5) was used to quantify unknown peaks and to have the same 

retention time on each run. The analytical curve, as determined with duplicate standard solutions 

of DOPAC, NE, DA and 5-HT in nanopure water, was in the range of 7 to 500 ng/ml (R2 = 0.9963, 

0.9971, 0.9899 or 0.9775, respectively). The analytical curve was constructed by plotting the area 

under the curve. For tissular measures, microdissected striatum were homogenized in a solution 

which contained 45 μl of 0.25 M perchlorate and 15 µl of 2,3-dihydroxybenzoic acid (100 mg/ml) 

which served as an internal standard. Following centrifugation at 10,000 rpm for 15 min at 4 °C, 

the supernatant was isolated to detect DA, DOPAC, NE and 5-HT using HPLC-EC as previously 

described. In parallel, pellets were reconstituted in 50 µl of 0.1 N NaOH and kept for protein 

quantification using a BCA protein assay kit (Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit, 

PI23227). Dialysate concentrations are expressed as ng/ml and tissular concentrations as ng/mg of 

total proteins. 

Statistical analysis 

Data are presented as mean ± SEM. Statistical analyses were performed with Prism 9 

software (GraphPad). The level of statistical significance was established at p < 0.05 in one or two-

way ANOVAs with appropriate post-hoc tests or two-tailed t-tests with appropriate correction 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001).  
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3.4. Results 

3.4.1. Syt1 is the main calcium sensor for fast axonal dopamine release. 

In line with its high expression and localization in the axonal varicosities of DA neurons, 

Syt1 is a key regulator of activity-dependent DA release (Mendez et al., 2011; Ducrot et al., 2020; 

Banerjee et al., 2020b). We generated conditional deletion of Syt1 in DA neurons (Syt1 cKODA), 

by crossing Syt1lox/lox mice with DATIREScre mice (Fig. 1A). Validating earlier results, we found 

using FSCV ex vivo in brain slices of Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice an extensive reduction of 

phasic DA release induced by single electrical pulses in both the dorsal striatum (Fig. 1B: 0.074 

µM ± 0.012 µM, n = 8 mice, vs 1.42 µM ± 0.15 in Syt1+/+; n = 9 mice; 1-way ANOVA with Tukey, 

p < 0.0001) and ventral striatum (Fig. 1C: 0.144 µM ± 0.02 µM, n = 8 mice, vs 1.252 µM ± 0.08 

in Syt1+/+; n = 9 mice; 1-way ANOVA with Tukey, p < 0.0001) of Syt1-/- mice. In Syt1-/- mice, the 

residual signal was low in amplitude but still represented DA, as confirmed by the cyclic 

voltammogram (Fig. S1A and 1B). Stimulation with 10 Hz pulse trains only caused a very modest 

increase in DA overflow, only reaching significance in the ventral striatum (Fig. S1D). Mice in 

which DA neurons expressed a single allele of Syt1 also showed a small decrease in DA release, 

which reached significance in the ventral striatum (0.999 µM ± 0.03 µM, n = 8 Syt+/- mice; 1-way 

ANOVA with Tukey, p < 0.0001) (Fig. 1C). This observation argues for the existence of only a 

modest safety factor in the amounts of Syt1 required for normal DA neuron terminals function. We 

conclude that Syt1 acts as the main calcium sensor for fast activity-dependent DA release in the 

striatum, but that other calcium sensors are also likely to play a complementary role, which may 

be more extensive in the ventral (nucleus accumbens) compared to dorsal striatum. 

3.4.2. Syt1 deletion also reduces DA release in the ventral mesencephalon. 

As DA release in cell body region of DA neurons is also calcium-dependent and since 

synaptotagmin isoforms and active zone proteins have been suggested to have a role in STD DA 

release (Mendez et al., 2011; Robinson et al., 2019; Delignat-Lavaud et al., 2021), we also 

examined activity-dependent DA overflow in the ventral mesencephalon (Fig. 1D). We first 

measured DA release in the VTA of Syt1-/- mice using an optimal FSCV paradigm, with pulse-

train stimulation (30 pulses at 10 Hz) and aCSF containing the DAT blocker nomifensine and the 

D2 antagonist sulpiride, allowing the detection of STD DA release without the influence of DA 
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uptake and D2 autoreceptors activation (Delignat-Lavaud et al., 2021 and previous chapter). We 

observed a robust ≈68% decrease of activity-dependent DA overflow in Syt1-/- mice (0.1 µM ± 

0.01 µM, n = 8, vs 0.277 µM ± 0.03 µM in n = 9 Syt1+/+ mice; 1-way ANOVA with Tukey, p < 

0.0001). This decrease was also significant in heterozygote mice (0.196 µM ± 0.02 µM, n = 8; 1-

way ANOVA with Tukey, p = 0.0310). Similar recordings performed in the SNc also revealed a 

robust reduction (≈65%) of evoked DA overflow (Fig. S1C - 0.087 µM ± 0.01 µM, n = 5 Syt1-/- 

mice vs 0.25 ± 0.04 µM, n = 6 Syt1+/+ mice; Welch’s t-test, p = 0.0103). 

Because there is yet no evidence for the presence of Syt1 in the STD compartment of DA 

neurons (Mendez et al., 2011) or any other neurons, this finding was unexpected. Interestingly, 

although the VTA region is well known for containing the cell body and dendrites of DA neurons, 

it has also been previously suggested to contain a small contingent of local dopaminergic axon 

collaterals with potential axonal release sites (Rice and Patel, 2015). The available anatomical data 

is however limited (Deutch et al., 1988; Bayer and Pickel, 1990). On the other hand, the SNc is 

believed to be devoid of axonal DA release sites (Juraska et al., 1977; Wassef et al., 1981; Matsuda 

et al., 2009), but here again, the supporting data is limited. 

3.4.3. Somatodendritic optogenetic stimulation reveal unaltered STD DA 

release in the absence of Syt1. 

 In view of the surprising reduction of evoked DA overflow in the ventral mesencephalon 

of Syt1-/- mice, we devised a new strategy to trigger STD DA release more selectively. For this, we 

combined FSCV with selective optogenetic stimulation of the STD compartment of neurons by 

expressing a STD-targeted version of channelrhodopsin (ChR2-Kv) (Fig. 2). Kv2.1 channels were 

previously reported to be restricted to the somatic and proximal dendritic membrane and absent 

from distal dendritic membrane, axons, and nerve terminals of cortical and hippocampal neurons 

(Lim et al., 2000; Misonou et al., 2005; Jensen et al., 2017). A 65 amino acid motif of the Kv2.1 

voltage-gated potassium channel fused with the carboxy terminus of ChR2-EYFP (Baker et al., 

2016) was inserted in a Cre-dependent AAV vector (AAV2/5-hsyn-DIO-ChR2-eYFP-Kv). A 

standard cell-wide hChR2 (AAV2/5-hsyn-DIO-ChR2-eYFP), previously used to trigger DA 

release in the striatum (O’Neill et al., 2017) and mesencephalon (Delignat-Lavaud et al., 2021) 

was used as control. 
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Validation of the construct in primary DA neurons from DATIRESCre mice showed the 

expected STD expression of the ChR2-Kv construct, with no expression in TH+/MAP2- processes 

and varicosities (Fig. S2). Expression of the construct in vivo in DATIRESCre mice was efficient 

and restricted to the ventral mesencephalon (Fig. 2A). Confocal imaging at 60X revealed a 

membrane localization of ChR2-Kv at the soma of DA neurons (Fig. 2B). In the striatum, no eYFP 

signal was detected in the dorsal striatum but sparse signal was detectable in the ventral striatum, 

suggesting limited expression in a subset of VTA DA neuron axons in addition to the predominant 

STD expression. In line with this limited axonal expression of ChR2-Kv, DA release triggered by 

single-pulse optogenetic stimulation of ChR2-Kv in the striatum (dorsal and ventral) of Syt1+/+ 

mice was more than 3-fold lower compared to release evoked with conventional ChR2 (0.39 µM 

± 0.05 µM, n = 7 mice vs 1.36 µM ± 0.2 µM, n = 7 mice; 2-way ANOVA with Tukey, p <0.0001). 

Although evoked DA overflow in Syt1-/- mice was 2-fold lower compared to Syt1+/+ mice, the 

difference did not reach statistical significance most likely due to the small size of the responses 

and their heterogeneity (Fig. 2C) (0.21 µM ± 0.05 µM, n = 9 mice; 2-way ANOVA with Tukey, p 

= 0.3287). The sodium channel blocker TTX (1 µM) abolished this small axonal DA release in all 

mice, thus demonstrating the requirement of action potentials in the response (Fig. 2E).  

In the VTA (Fig. 2D), the release of DA induced by optogenetic train stimulation with 

hChR2 was easily detectable and of an amplitude similar to previously reported (203 nM ± 13 nM, 

n = 5 mice) (Delignat-Lavaud et al., 2021). Release evoked by optogenetic stimulation with ChR2-

Kv in Syt1+/+ mice was significantly lower (132 nM ± 16 nM, n = 7 mice; 2-way ANOVA with 

Šidák, p <0.0001) compared to hChR2 (203 nM ± 13 nM, n = 5 mice) (Fig. 2E) and the signal 

detected in Syt1-/- mice was lower compared to Syt1+/+ mice (57 nM ± 7 nM, n = 9 mice; 2-way 

ANOVA with Šidák, p <0.0001). To exclude any contribution from axonal DA release, additional 

FSCV recordings were obtained in the presence of TTX (1 µM). Under these conditions, STD DA 

release evoked by optogenetic stimulation of ChR2-Kv in Syt1+/+ mice (44 nM ± 8 nM, n = 7 mice) 

was not significantly reduced compared to Syt1-/- mice (28 nM ± 7 nM, n = 9). Together these 

observations suggest that selectively triggered STD DA release is unaltered by loss of Syt1. The 

results also suggest that some of the DA release evoked by train stimulation in the ventral 

mesencephalon includes an axonal component, with electrical and optical stimulation with hChR2 

therefore triggering a mixture of axonal and STD DA release. 
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3.4.4. Syt1 cKODA mice do not exhibit substantial motor defects. 

DA release is known to play a key role in motor control (Bergquist et al., 2003; Joshua et 

al., 2009). Notably, loss of striatal DA innervation in PD is responsible for the cardinal motor 

features observed in the disease (Halliday et al., 1990). Blockade of DA receptors induces 

catalepsy and a range of other motor deficits in rodents and other species (Hauber, 1996; Ward 

and Citrome, 2018). Based on our results showing a dramatic impairment of phasic DA release in 

Syt1-/- mice, we hypothesized that this would lead to major motor deficits in Syt1 cKODA mice. 

First, we evaluated motor coordination using the rotarod (Fig. 3A) and the pole test (Fig. 

3B). Surprisingly, Syt1-/- and Syt1+/- showed no deficits and even exhibited better performance on 

the rotarod task than wild type littermates, with a significantly higher latency to fall the rod (124s 

± 12 for Syt1+/+ mice vs 197s ± 23s for Syt1+/- mice; p = 0.0220 and 188s ± 20s for Syt1-/- mice; 1-

way ANOVA with Dunnett test, p = 0.0460 vs; n = 8 mice). In the pole test, no statistical difference 

was observed between genotypes for the time required for the animals to orient themselves facing 

in a downward direction (t-turn). For the time required to climb-down the pole, no difference was 

detected between Syt1+/+ and Syt1-/- mice, although Syt1+/- mice performed the task faster than WT 

mice (8s ± 0.7s vs 11s ± 0.5s for Syt1+/+, n = 8; 1-way ANOVA with Dunnett test, p = 0.0414). 

Front paw grip strength was evaluated in the grip test (Fig. 3C). No statistical differences were 

observed regarding the force developed by the mice on the grid.  

We next measured spontaneous locomotion and locomotion induced by the 

psychostimulant drugs cocaine (20 mg/kg) and amphetamine (5 mg/kg). We measured the traveled 

distances using an open field for 20 min, followed by another 40 min after drug or vehicle injection 

(0.9% saline). No difference was detected between Syt1+/+ and Syt1-/- mice on basal locomotion 

after saline injection (Fig. 3D), with only a non-significant trend for higher traveled distance within 

the 5 min post injection in Syt1+/- mice (Fig. 3L, 91% of baseline ± 16% vs 56% ± 13% for Syt1+/+ 

mice, n = 8; 1-way ANOVA with Dunnett test, p = 0.1211). 

The increased locomotor response to the DA transporter blocker cocaine was comparable 

between genotypes (Fig. 3E and G). However, locomotion induced by the DA releaser 

amphetamine was sharply elevated in Syt1-/- mice 10 min after the injection (+714% ± 103% vs 

+252 ± 29% in Syt1+/+, n = 8; 1-way ANOVA with Dunnett test, p = 0.0046), which became 

maximal 20 min post-injection (+1045% ± 126% vs 523 ± 58%, n = 8; 1-way ANOVA with 
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Dunnett test, p = 0.0069) (Fig. 3F). Cumulative distance for the 40 min under treatment confirmed 

this effect with an average traveled distance for Syt1-/- mice of +777% ± 67% vs 472% ± 53% for 

Syt1+/+ (2-way ANOVA with Tukey, p = 0.0004) and +481% ± 73% for Syt1+/- mice (2-way 

ANOVA with Tukey, p = 0.0009) (Fig. 3G). 

The observed increase in amphetamine-induced locomotion could result from increased 

amphetamine-induced DA secretion or from postsynaptic DA receptor sensitization. We next 

tested this hypothesis by administering the selective D1 receptor agonist SCH23390 (50 µg/kg), 

the D2 receptor agonist quinpirole (0.2 mg/kg) or the D2 receptor antagonist raclopride (1 mg/kg). 

At the selected doses, all drugs caused an abrupt decrease in locomotion, with no significant 

differences between genotypes when considering the complete drug treatment period (Fig. 3H-J-

K). However, when we compared the mean traveled distance within the first 5 min following drug 

injection (Fig. 3L), Syt1-/- mice showed a lower traveled distance in response to the D2 agonist 

quinpirole compared to Syt1+/+ mice (respectively 21% ± 3% n = 10, vs 47% ± 8%, n = 8; 1-way 

ANOVA with Dunnett test, p = 0.0044). The opposite pattern was detected in response to the D2 

antagonist raclopride, with a significantly increased response in the Syt1-/- mice compared to 

Syt1+/+ mice (14% ± 3% in Syt1-/- vs 3% ± 1% in Syt1+/+, n = 10; 1-way ANOVA with Dunnett 

test, p = 0.0056). During this period, no significant differences were once again observed among 

genotypes after the injection of the D1 agonist SCH23390. 

Taken together, these results suggest that despite a >90% impairment of phasic DA release 

in the striatum and a substantial decrease in DA release in the mesencephalon, Syt1 cKODA mice 

do not exhibit any obvious defects in DA-dependent basic motor functions. Our observations lead 

us to hypothesise that such behaviors do not require phasic, activity-dependent DA release and can 

be maintained by basic resting levels of extracellular DA. Our results with D2 receptor ligands 

further suggest that adaptations are likely to occur in the DA system in these mice, in a manner that 

is similar to adaptations occurring at early stages of DA neuron degeneration in PD. In particular, 

D2 receptors can be hypothesized to undergo an increased density and/or affinity. 

3.4.5. Increased D2 autoreceptor and DAT function in Syt1 cKODA mice. 

As a first step to examine underlying adaptations to the DA system in Syt1 cKODA mice, 

we used FSCV to probe the functionality of D2 autoreceptors and of the membrane DA transporter 

(DAT) in the dorsal and ventral striatum. We measured the impact on DA release of the D2 receptor 
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agonist quinpirole (1 µM). In line with previous work showing that D2 autoreceptors negatively 

regulated DA release (Stamford et al., 1988; Palij et al., 1990), DA overflow evoked by single 

pulses in Syt1+/+ mice was decreased by ≈85% in the dorsal striatum (1.38 µM ± 0.18 µM pre-

treatment vs 0.21 µM ± 0.07 µM after treatment, n = 9; Welch’s t-test, p = 0.0001) and by ≈84% 

in the ventral striatum (1.22 µM ± 0.1 µM pre-treatment vs 0.196 µM ± 0.06 µM after treatment, 

n = 9; unpaired t-test, p < 0.0001) after a 15 min perfusion of quinpirole (Fig. 4A, 4B). In Syt1-/- 

mice, quinpirole caused a complete abolition of detectable DA release in both the dorsal striatum 

(0.061 µM ± 0.006 µM pre-treatment vs 0.001 µM ± 0.001 µM after treatment, n = 8; Welch’s t-

test, p < 0.0001) and ventral striatum (0.13 µM ± 0.02 µM pre-treatment vs 0.004 µM ± 0.002 µM 

after treatment, n = 8; Welch’s t-test, p = 0.0014). This observation further confirms that the 

remaining signal detected by FSCV in Syt1-/- mice is indeed DA. The increased relative effect of 

D2 autoreceptor stimulation (Fig. 3) also supports the hypothesis of an increased sensitivity of D2 

receptors in Syt1-/- mice. 

We next evaluated the impact of the D2 autoreceptors antagonist sulpiride, previously 

shown to enhance DA release triggered by pulse trains (Fawaz et al., 2009). DA release evoked by 

pulse trains (30 pulses at 10 Hz) in the striatum of Syt1+/+ mice was robustly increased by sulpiride 

(5 µM) in both the dorsal striatum (149%) (1.34 µM ± 0.1 µM pre-treatment vs 2.0 µM ± 0.19 µM 

after treatment, n = 8; unpaired t-test, p = 0.0079) and ventral striatum (167%) (1.13 µM ± 0.08 

µM pre-treatment vs 1.89 µM ± 0.21 µM after treatment, n = 8; Welch’s t-test, p = 0.0085) (Fig. 

4C, 4D). Despite a dramatic impairment of DA release evoked by train stimulation in Syt1-/- mice 

(Fig. S1D), the effect of sulpiride on evoked DA release was similar in magnitude compared to the 

wild type animals in the dorsal striatum, with a +140% increase (0.068 µM ± 0.007 µM pre-

treatment vs 0.095 µM ± 0.01 µM after treatment, n = 11; unpaired t-test, p = 0.0466). In the ventral 

striatum, the effect of sulpiride on train-evoked DA overflow was higher in Syt1-/- compared to 

Syt1+/+ mice, with a +261% increase (0.13 µM ± 0.02 µM pre-treatment vs 0.34 µM ± 0.08 µM 

after treatment, n = 11; Welch’s t-test, p = 0.0318). Together with our results with quinpirole, these 

findings again argue that D2 autoreceptor function is increased in Syt1-/- mice, especially in the 

ventral striatum region. 

Finally, we evaluated the functionality of the DAT by quantifying the impact of the DAT 

blocker nomifensine (5 µM) on train-evoked DA overflow. As expected, such treatment greatly 
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enhanced DA overflow in wild type animals, with a +288% increase in the dorsal striatum (1.79 

µM ± 0.19 µM pre-treatment vs 5.15 µM ± 0.74 µM after treatment, n = 4; unpaired t-test, p = 

0.0045) and a +221% increase in the ventral striatum (1.51 µM ± 0.2 µM pre-treatment vs 3.34 µM 

± 0.52 µM after treatment, n = 4; unpaired t-test, p = 0.0173) (Fig. 4E, 4F). The relative effect of 

nomifensine in Syt1-/- mice was significantly higher than in Syt1+/+ mice, with a +685% increase 

in the dorsal striatum (0.108 µM ± 0.03 µM pre-treatment vs 0.74 µM ± 0.22 µM after treatment, 

n = 6; Welch’s t-test, p = 0.0367) and a +544% in the ventral striatum (0.16 µM ± 0.03 µM pre-

treatment vs 0.87 µM ± 0.13 µM after treatment, n = 6; Welch’s t-test, p = 0.0162) (Fig. 4E, 4F). 

These results demonstrate that DAT function is intact in Syt1-/- mice. Interestingly, they further 

suggest that nomifensine may act in some way to rescue part of the impaired activity-dependent 

DA release in these mice. Although speculative, this could be through its electrogenic activity that 

directly modulates membrane potential (Carvelli et al., 2004).  

3.4.6. Higher D2 receptor density with no change in affinity in Syt1 cKODA 

mice. 

As the maintenance of motor behaviors in Syt1-/- mice could be due in part to adaptations 

of presynaptic and/or postsynaptic DA receptors in the striatum, we next used autoradiography to 

quantify D1 and D2 binding using the selective D1 and D2 receptor radioligands [3H]-SCH23390 

and [3H]-raclopride, respectively. No change of Kd for D1 or D2 binding was observed in any 

analyzed striatal region (dorso-lateral, ventro-lateral, dorso-medial and ventro-medial), indicating 

that receptor affinity for these radioligands was unchanged in Syt1 cKODA mice (Fig. S3). 

Similarly, no change of maximal binding capacity (Bmax) was observed for the D1 receptor (Fig. 

5A). However, a significant increase in D2 receptor Bmax was detected in the ventro-lateral part of 

the striatum of Syt1-/- mice (Fig. 5B, 81.7 nCi/mg of tissue ± 14.5 vs 46.3 nCi/mg ± 4.2, n = 4 mice; 

unpaired t-test, p = 0.0413). A tendency for a general increase of Bmax in the whole striatum was 

also observed (57.3 nCi/mg ± 9 vs 36.7 nCi/mg ± 4.1, n = 4 mice; unpaired t-test, p = 0.0697). The 

lack of change in D1 receptor binding in Syt1 cKODA mice is in line with the lack of change in the 

behavioral response to the D1 receptor antagonist SCH23390 in Syt1-/- mice. The increased D2 

receptor binding observed in the ventro-lateral striatum of these mice is compatible with our 

observation of increased behavioral responses to the D2 receptor antagonist raclopride. It also 

provides further support for the hypothesis that in the absence of evoked DA release, adaptations 
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to DA receptors combined with maintained basal extracellular DA levels are sufficient to support 

most DA-dependent behaviors. 

3.4.7. Adaptations of DA synthesis and packaging in Syt1 cKODA mice. 

Compensatory changes at early stages of DA neuron degeneration in PD include not only 

receptor adaptations, but also enhanced DA synthesis (Donnan et al., 1991; Richard and Bennett, 

1994) and increased axonal sprouting. The later has been linked to reduced activation of D2 

autoreceptors (Parish et al., 2001; Tripanichkul et al., 2003; C. Fasano et al., 2008; Fasano et al., 

2010, 2013; Giguère et al., 2019). We therefore hypothesized that reduced activity-dependent DA 

release in Syt1-/- mice might lead to an increased density of DA neuron terminal markers in the 

striatum. We next used immunohistochemistry and quantitative confocal microscopy to measure 

striatal levels of the DA synthesis enzyme TH, the vesicular DA transporter VMAT2 and the DAT. 

Serotonin (5-HT) innervation was also examined because previous work showed that this system 

undergoes compensatory sprouting in response to reduced DA levels (Gagnon et al., 2018). 

We measured signal surface and intensity for these markers in a series of 5 different striatal 

slices ranging from bregma +0.98 to bregma -1.06 mm, with a total of 22 different spots for each 

hemisphere (Fig. S4A). We found a global increase of TH signal surface in Syt1-/- mice compared 

to Syt1+/+ animals, both in the dorsal striatum (135% ± 6% of control n = 20 hemispheres from 10 

mice; 2-way ANOVA with Šidák, p = 0.0001) and ventral striatum (148% ± 6% of control, n = 

20/10 mice; 2-way ANOVA with Šidák, p <0.0001) (Fig. 6A, 6B). A global increase of TH signal 

intensity was also observed, in the dorsal (117% ± 3% of control, n = 20/10 mice; 2-way ANOVA 

with Šidák, p = 0.0005) and ventral striatum (125% ± 4% of control, n = 20/10 mice; 2-way 

ANOVA with Šidák, p <0.0001) (Fig. 6C). A similar increase in VMAT2 immunoreactivity 

surface (145% ± 10% of control, n = 20/10 mice; 2-way ANOVA with Šidák, p = 0.0043) and 

signal intensity (123% ± 5% of control, n = 20/10 mice; 2-way ANOVA with Šidák, p = 0.0011) 

was observed in the dorsal striatum and in the ventral striatum (signal surface; 157 ± 10% of 

control, n = 20/10 mice; 2-way ANOVA with Šidák, p = 0.0003, signal intensity; 130% ± 5% of 

control, n = 20/10 mice; 2-way ANOVA with Šidák, p <0.0001). Overall, these results suggest that 

in Syt1-/- mice, the total density of dopaminergic axonal processes and possibly the total vesicular 

pool/stock of DA are increased, possibly explaining the selective increase in amphetamine-induced 

but not cocaine-induced locomotion in these mice. 
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Opposite changes in striatal DAT immunostaining were observed in Syt1 cKODA mice, with 

a global decrease of signal surface in the dorsal striatum (62% ± 6% of control, n = 20/10 Syt1-/- 

and 22/11 Syt1+/+; 2-way ANOVA with Šidák, p =0.0094) and in the ventral striatum (64% ± 7% 

of control, n = 20/10 Syt1-/- and 22/11 Syt1+/+; 2-way ANOVA with Šidák, p =0.0131) (Fig. 6A, 

B, C). The DAT signal intensity appeared unchanged in the ventral striatum but was significantly 

decreased in the dorsal striatum (89% ± 2% of control, n = 20/10 Syt1-/- and 22/11 Syt1+/+; 2-way 

ANOVA with Šidák, p = 0.0280). 

These results are compatible with the establishment of compensatory mechanisms acting 

together to maintain extracellular DA levels in the striatum Syt1 cKODA mice. These compensatory 

changes in TH and VMAT2 occurred in the absence of any change in DA neuron number in the 

VTA and SNc of Syt1-/- mice, as confirmed by stereological counting of TH-positive neurons in 

these structures (Fig. 6D). 

Finally, while 5-HT immunoreactive signal intensity in the striatum remained unchanged 

after Syt1 deletion, a small decrease of the 5-HT signal surface was visible in the dorsal striatum 

(72% ± 8 of control, n = 20/10 Syt1-/- and 22/11 Syt1+/+; 2-way ANOVA with Šidák, p = 0.0399) 

and ventral striatum (65% ± 7 of control, n = 20/10 Syt1-/- and 22/11 Syt1+/+; 2-way ANOVA with 

Šidák, p = 0.0114) (Fig. 6A, B, C). This result demonstrates a lack of serotoninergic compensatory 

sprouting in the striatum of Syt1 cKODA mice. 

Arguing that compensatory adaptations occur gradually in Syt1-/- mice during the postnatal 

period as a result of abrogation of activity-dependent DA release, we observed no significant 

changes in the general morphological development of DA neurons isolated from P0-P3 pups and 

grown in vitro for 2-weeks (Fig. S5).  

Primary postnatal mesencephalic DA neurons from Syt1-/- mice were examined to identify 

any developmental changes resulting from loss of Syt1. As expected, Syt1 immunoreactivity was 

absent from the axonal varicosities of these neurons (Fig. S5A) (n = 29 fields for Syt1-/- and 35 for 

Syt1+/+). A subset of these TH-positive axonal varicosities was also positive for VMAT2, a 

proportion that was not different in Syt1-/- mice compared to Syt1+/+ mice (Fig. S5B and G, n = 50 

fields for Syt1-/- and 55 for Syt1+/+). Most of these varicosities were non-synaptic in structure, as 

revealed by the observation that only a very small subset was in contact with a MAP2-positive 

dendritic segment independently of mouse genotype (Fig. S5C and F, n = 47 fields for Syt1-/- and 
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64 for Syt1+/+), in line with recent results (Ducrot et al., 2020). The intensity of TH 

immunoreactivity in the axon terminals and of VMAT2 in the cell body of DA neurons was also 

unchanged in Syt1-/- mice compared to Syt1+/+ mice (Fig. S5H, J) (TH; n = 138 fields for Syt1-/- 

and 166 fields for Syt1+/+, VMAT2; n = 17 Syt1-/- fields and 22 Syt1+/+ fields). A small increase in 

VMAT2 signal in the axon terminals of Syt1-/- was however observed, similar to in vivo 

observations (6002 ± 732 pixels/field, n = 43 for Syt1-/- fields vs 3765 ± 590 pixels/field, n= 45 for 

Syt1+/+ fields; unpaired t-test p = 0.0191). 

Survival of DA neurons in these cultures over 14 days was not significantly different 

between genotypes (Fig. S5K, n = 10 coverslips Syt1+/+ and 12 Syt1-/-). Finally, the number of 

axonal branches and their length was unchanged (Fig. S5L, M, N, O). These results argue that, in 

vitro, the basic development of DA neurons is unimpacted by Syt1 deletion. 

Finally, we also unveiled compensatory adaptations in adult Syt1 cKODA mice by 

quantification of mRNA relative levels in total microdissected ventral mesencephalon (Fig. S6A, 

n = 5 mice from each genotypes). We observed significant upregulations (1-way ANOVA with 

Dunnett) of th (1.48 folds, p = 0.0142), Slc6a3 (DAT) (1.38 folds, p =0.0339) and Syt4 (1.25 folds, 

p = 0.0199) in Syt1+/- mice and upregulations of Syt4 (1.29 folds, p = 0.0103) and Syt7 (1.22 folds, 

p = 0.0474) in Syt1-/- mice. It should be noted that these changes of expression could be 

underestimated as our analysis was performed on whole microdissected ventral midbrains, 

therefore including non-dopaminergic neurons. This dilution effect is visible for instance in the 

Syt1 mRNA quantification, which is only reduced by ≈25% in Syt1+/- mice (p = 0.0065) and by 

≈58% in Syt1-/- mice (p <0.0001). Adaptations also occurred at protein levels, as measured by 

Western Blot in total microdissected striatum (Fig. S6B-F), with a significant increase of the 

VMAT2 in Syt1+/- mice (1.2 fold; 1-Way ANOVA with Dunnett, p = 0.0270) and in Syt1-/- mice 

(1.38, p <0.0001). No change in relative protein levels was observed for TH and DAT. 

3.4.8. Acute deletion of Syt1 in adult mice impairs DA release but prevents 

adaptations. 

 Since Syt1 cKODA developed strong adaptations, which likely happened during postnatal 

development, we knocked out Syt1 in adult mice by injecting 6-7 weeks old Syt1lox/lox mice with 

an AAV vector allowing expression of the Cre recombinase in DA neurons (AAV9-TH-cre-myc-

2A-fusion-red). Three weeks after stereotaxic virus injection in the mesencephalon of these mice, 
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strong expression of the fusion-red reporter was detected in a majority of DA neurons (Fig. 7A). 

The reporter was also found in a subset of TH-negative neurons at the sites of infection, revealing 

the partial selectivity of the constructs used. FSCV recordings in the striatum and mesencephalon 

of these mice revealed a robust decrease of DA release evoked by single electrical pulses compared 

to controls, both in the dorsal (0.44 µM ± 0.04 µM, n = 16/8 vs 1.12 µM ±0.07 µM, n = 14/7; 2-

way ANOVA with Šidák, p <0.0001) and ventral striatum (0.37 µM ± 0.03 µM n = 16/8 vs 0.89 

µM ± 0.1 µM, n = 14/7; 2-way ANOVA with Šidák, p <0.0001). DA release in the VTA of Cre 

virus injected mice showed a strong decrease in comparison to control mice injected with the 

control AAV (CTRL; 0.24 µM ± 0.03 µM, n = 14/7, Cre AAV; 0.026 µM ± 0.01 µM, n = 16/8; 2-

way ANOVA with Šidák, p = 0.0171). This result validates the key role of Syt1 as the main calcium 

sensor controlling phasic DA release in the adult brain. 

Immunohistochemical analysis of TH and DAT in these Syt1 adult KO mice showed that 

both TH and DAT surface and signal intensity were unchanged, except for a slight increase of the 

TH signal surface in the ventral striatum (n = 12 hemispheres/6 mice) (+139% ± 18% vs control; 

2-way ANOVA with Šidák, p =0.0348) (Fig. 7C, D, E). Overall, these results reveal that adult 

deletion of Syt1 leads to a strong reduction of activity-dependent DA release, accompanied by 

blunted neuroanatomical adaptations in comparison with conditional Syt1 cKODA mice. 

3.4.9. Basal extracellular DA levels and total tissue DA are not altered in Syt1 

cKODA mice. 

Based on our FSCV and anatomical results showing a range of adaptations similar to those 

occurring at early stages of PD and potentially enhancing the response to basal extracellular DA, 

we hypothesize that DA-dependent motor behaviors in Syt1 cKODA mice are maintained because 

of the presence of sufficient basal levels of extracellular DA in the striatum of these mice. To test 

this hypothesis, we used microdialysis in anesthetized mice implanted with two cannulas to 

measure extracellular DA and metabolites in the dorsal striatum and in the ventral mesencephalon. 

Following this sampling, the striatum of each animal was also microdissected and the total striatal 

content of DA and metabolites were quantified by HPLC (Fig. 8A). Our results reveal that striatal 

tissue contents of DA, DOPAC, serotonin (5-HT) and norepinephrine (NE) were not significantly 

different in Syt1-/- mice (n = 12) compared to Syt1+/+ mice (n = 10) and (Fig. 8B). In addition, the 

DA/DOPAC ratio was found to be unchanged in Syt1-/- mice, suggesting an intact DA turnover. 
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Microdialysis similarly revealed that even if activity-dependent DA release was mostly blocked in 

Syt1-/- mice, basal extracellular DA levels in the striatum and mesencephalon of these mice were 

not reduced in comparison to Syt1+/+ mice (Fig. 8C). Similarly, extracellular levels of DOPAC, 5-

HT and NE were also unchanged. Together, these results indicate that the pool of releasable DA is 

not decreased by loss of Syt1 and that these mice can maintain intact and sufficient levels of 

extracellular DA to maintain a basal tone of D1 and D2 receptor activation. 
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3.5. Discussion 

In the present study, we demonstrate that Syt1 is the main calcium sensor involved in fast 

activity-dependent DA release, confirming previous results obtained first in vitro (Mendez et al., 

2011), and more recently in vivo (Banerjee et al., 2020b). Our work confirms, but also extends, 

these previous observations in three ways. 

 First, while previous in vivo work using amperometry concluded that release evoked by 

single spikes was completely abrogated in Syt1-/- mice, we find that a small component of evoked 

DA release is in fact maintained in the dorsal (≈5%) and ventral striatum (≈12%) This remaining 

release was abolished using the D2 receptor agonist quinpirole. This observation, in addition to the 

analysis of voltammograms, confirms the dopaminergic origin of the signal detected by FSCV in 

Syt1-/- mice and strongly suggests the involvement of another calcium sensor mediating fast, 

synchronous release. Syt7 would be a logical candidate because it was previously demonstrated to 

be highly expressed in DA neurons and localized in both axonal varicosities and in the 

somatodendritic compartment of these neurons (Mendez et al., 2011). Interestingly, we detected a 

small increase in Syt7 mRNA purified from the ventral mesencephalon of Syt1-/- mice, suggesting 

a possible functional compensation by this calcium sensor after Syt1 deletion (Fig. S4). This 

modest 1.2-fold increase is likely to represent an underestimation of the real compensation because 

our analysis was performed on mRNA obtained from whole microdissected ventral 

mesencephalon, therefore including non-DA neurons. This situation also explains why Syt1 mRNA 

was only decreased by ≈58% in Syt1-/- mice. However, Syt7 constitutive KO mice were recently 

found to have no impairment of single-pulse evoked DA release in the striatum, instead playing a 

role in STD DA release (Delignat-Lavaud et al., 2021). This absence of effect at the terminals 

echoes previous results in GABAergic neurons where Syt7 deletion failed to reduce fast 

synchronous release, slow asynchronous release, or short-term synaptic plasticity (Maximov et al., 

2008). However, a role of Syt7 in asynchronous release of neurotransmitters was demonstrated 

using double knock-out of Syt1 and Syt7 (Bacaj et al., 2015, 2013). We can thus speculate that a 

role of Syt7 in gating evoked DA release would be unveiled by a double KO of Syt1 and 7 in DA 

neurons. Other synaptotagmin isoforms expressed in DA neurons could also be involved in 

supporting release in the absence of Syt1. We found that Syt4 mRNA is also upregulated in Syt1-/- 

mice. However, this isoform appears to only play a role in STD DA release in DA neurons (Mendez 

et al., 2011; Delignat-Lavaud et al., 2021). Syt11, suggested to participate in regulating DA vesicle 
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pool replenishment (Wang et al., 2018), could also potentially be involved. Calcium sensors of the 

Doc2 family are also potential candidates because they have previously been shown to act as 

modulators of spontaneous synaptic transmission by a calcium-independent mechanism in cortical 

synapses (Pang et al., 2011). However, expression of Syt11 and Doc2b were found to be 

unchanged in our RT-qPCR analysis of Syt1 cKODA mice. 

Secondly, results from the current study extend previous work by showing that basal motor 

functions in mice are unimpaired under conditions where most activity-dependent DA release from 

VTA and SNc DA neurons is blocked. This observation may be surprising considering that axonal 

and STD DA release is known to play a critical role in motor control (Bergquist et al., 2003; Joshua 

et al., 2009). Our work suggests that basal levels of DA in the striatum, deriving either from 

spontaneous exocytosis and/or from the very small remaining phasic release, are sufficient to 

support these basic behaviors and that a large phasic DA signal is not necessary. The latter results 

challenge current beliefs on the roles of phasic DA release in mediating movement and suggest that 

only a modest level of extracellular DA is sufficient. 

Moreover, we find that Syt1 cKODA mice, despite a dramatic impairment of evoked DA 

release, produce viable, fertile offspring’s, with normal body weight (data not shown) and no in 

visu physical or behavioral abnormalities. However, we observed multiple behavioral, 

physiological and anatomical phenotypes pointing towards the establishment of functional 

adaptations that tune the DA system to the existing conditions by maximizing DA production and 

packaging as well as postsynaptic receptor activation. 

 In open-field experiments, we found that while cocaine-induced locomotion was 

unchanged in Syt1-/- animals, amphetamine-induced locomotion was robustly enhanced. Cocaine 

is known to increase extracellular DA by blocking reuptake through the DAT, while amphetamine 

induces a similar elevation by a more complex mechanism including impaired VMAT2-dependent 

vesicular storage and reversed transport (Sulzer et al., 2005). These results, together with our 

observation of unchanged tissue DA levels, indicate that while the total pools of DA are not altered 

in Syt1 KO animals, there are pre- and postsynaptic adaptations taking place after the loss of Syt1. 

The observed increase in VMAT2 expression in Syt1 KO mice might explain in part the differential 

impact of loss of Syt1 on amphetamine and cocaine-induced locomotor activation. Our behavioral 

results with DA receptor agonists and our autoradiography results suggest that D2 receptors are 
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most affected, with an increased response to the D2 agonist quinpirole and a reduced response to 

the D2 antagonist raclopride, together with increased D2 receptor binding in the ventro-lateral 

striatum. The D1 receptor system was unchanged in Syt1-/- animals, as no differences emerged for 

locomotion induced by the D1 agonist SCH23390, or for D1 ligand binding. 

We also find clear presynaptic adaptations illustrated by an increase of TH and VMAT2 

signal surface and intensity and a decrease in DAT immunoreactivity in both the ventral and dorsal 

striatum. One interpretation of the increases in TH and VMAT2 signal is that there may be an 

increase in the axonal arborization of DA neurons in Syt1-/- mice as well as a decrease in reuptake 

capacity. We and others have previously provided strong support for the hypothesis that DA, 

through D2 autoreceptors is a key regulator of axon growth by DA neurons (Parish et al., 2002; 

Tripanichkul et al., 2003; Giguère et al., 2019). In the context of a strong reduction in evoked DA 

release, it is to be expected that D2 autoreceptors would be chronically under-stimulated leading 

to removal of a brake on axon growth and thus an enhanced density of terminals, in line with our 

recent work showing axonal arbor expansion after conditional deletion of the D2 receptor gene in 

DA neurons (Giguère et al., 2019). Further experiments will be required to demonstrate such an 

axonal arbor expansion more directly in Syt1-/- mice. The decrease in DAT immunoreactivity 

suggests reduced expression of DAT in the KO mice. Our qPCR results show no change in DAT 

mRNA levels in the KO mice. Western blot also failed to detect a change in DAT protein, although 

an increase in VMAT2 levels was confirmed with this technique. Although speculative, it is 

possible that different pools of DAT are detected in fixed and non-fixed material. A reduced level 

of DAT on DA neuron axon terminals could in theory lead to reduced rates of DA reuptake and 

thus contribute to maintaining extracellular DA levels in the Syt1 deficient mice. Our FSCV 

experiments were not able to resolve this as the very small responses remaining in the KO mice 

precluded a reliable analysis of estimated reuptake kinetics. Quantifications of DAT function in 

striatal synaptosome preparations might help to resolve this.  

Arguing that such compensatory changes in Syt1-/- mice result from an early and substantial 

loss of evoked DA release, we found little if any changes in TH and DAT immunoreactivity in 

adult mice in which Syt1 was deleted by injecting a TH-Cre virus in the ventral mesencephalon. 

These results indicate that compensatory events are likely to take place during early pre- and 

postnatal development of the Syt1 KO mice. Another possibility is that the level of infection and 
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impairment of DA release in the adult KO animals did not exceed the threshold necessary to induce 

compensatory mechanisms. Our in vitro results however suggest that lack of Syt1 does not lead to 

substantial alterations of the survival, growth and basic connectivity of DA neurons, further 

pointing towards the implication of circuit-level changes as drivers of the pre- and postsynaptic 

adaptations.  

A third notable discovery deriving from the present work is the unexpected impairment of 

activity-dependent DA release in the ventral mesencephalon. This observation is surprising 

because on the one hand, DA release in this region is thought to derive mostly from the STD 

compartment of DA neurons, and on the other hand, Syt1 is typically known as an axon terminal-

specific protein. In line with this, previous work in primary DA neurons failed to detect Syt1 

immunoreactivity in the cell body and dendrites of DA neurons, with the protein detected in the 

vast majority of non-synaptic and synaptic terminals along DA neuron axons (Mendez et al., 2011; 

Ducrot et al., 2020). One possibility is that part of the DA release detected in the VTA and SNc 

derives from local DA neuron axon collaterals, which would contain Syt1. However, very little 

solid anatomical data exists currently to support the existence of a large number of such local 

collaterals, although minimal quantitative data suggest that the VTA contain axonal collaterals 

arising from its own axons and from SNc DA neurons (Deutch et al., 1988; Bayer and Pickel, 

1990). To address this question more directly, we devised a new strategy to selectively activate the 

STD compartment of DA neurons using an optogenetic approach. For this, we expressed a Kv2.1-

ChR2-YFP fusion construct in DA neurons that we showed was predominantly expressed in the 

STD compartment of DA neurons. While the expression of this ChR2 protein was purely STD in 

primary DA neurons, a small contingent of axons in the ventral striatum appeared to contain the 

protein. As optically-evoked DA release in the ventral striatum of these mice was blocked by 

suppressing firing with TTX, we performed all experiments in ventral mesencephalic slices in the 

present of TTX, thus limiting any contribution of axonal processes to evoked DA release. We found 

that STD DA release was still detectable under such conditions and this STD DA release was not 

reduced by syt1 gene deletion. Together, these results provide support for the fact that activity-

dependent DA release detected in the VTA, and potentially also in the SNc, implicates a mix of 

STD and axonal DA release. A dual nature of released DA in the mesencephalon was also 

previously suggested based on an analysis of the calcium-dependency of DA release in the guinea 

pig VTA (Chen et al., 2011), although other work has provided support for a similar calcium-
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dependency of release in mouse striatum and mesencephalon (Beckstead et al., 2004, 2007; 

Courtney et al., 2012; Ford et al., 2009, 2010; Delignat-Lavaud et al., 2021). Because the available 

anatomical data suggests that DA containing axonal varicosities are extremely scarce in the SN and 

VTA except in the context of compensatory axonal sprouting associated with partial lesions 

(Fernandes Xavier et al., 1994), it would be important to revisit this question in the future with a 

more thorough anatomical investigation. The novel optogenetic approach described here in order 

to trigger STD DA release more selectively should be very useful in the future to further explore 

the distinct molecular machinery involved in STD and axonal DA release so as to extend recent 

work showing a role for Syt4 and Syt7 isoforms in this process (Mendez et al., 2011; Delignat-

Lavaud et al., 2021). 

Considering that electrically evoked DA release in the VTA of Syt1 cKODA mice was 

reduced by approximately two-thirds, the near abolition of DA release in the VTA in the adult Syt1 

KO mice is a puzzling observation. Considering the suboptimal selectivity of the TH-Cre virus 

used, one obvious possibility is that this could be an artifact due to abrogation of neurotransmitter 

release from local non-DA neurons that are also stimulated by the extracellular electrodes and that 

contribute to triggering STD DA release. An approach to resolve this would be to combine this 

adult KO strategy with the proposed STD optogenetic approach. The use of an inducible DAT-Cre 

line would also be another possibility to obtain a more selective adult Syt1 KO.  

Our results shed new light on the striking resilience of DA-dependent motor functions at 

early stages of PD, during which an extensive loss of DA in the striatum gradually occurs with 

substantial motor dysfunctions only appearing after more than 70% of terminals in the striatum are 

lost (Halliday et al., 1990). This resilience has been hypothesized to be due to gradually established 

compensations in the DA system, including increased DA synthesis in the remaining DA axons 

and D2 receptor upregulation, which has been observed in human tissue and in multiple PD models 

(Bezard et al., 2003; Mercuri and Bernardi, 2005; Golden et al., 2013). Our work raises the 

hypothesis that as loss of DA terminals progresses in PD, even if phasic DA release is greatly 

impaired, as long as a sufficient tone of basal extracellular is maintained, many basic motor 

functions will be preserved. This may also help explain why even strategies that increase the basal 

tone of DA without restoring the normal connectivity of DA neurons, such as the implantation of 

DA-secreting non-neuronal cells can help to reduce motor symptoms in PD animal models (Parmar 
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et al., 2019). In this context Syt1 cKODA could represent a new model to study compensatory 

mechanisms and sensitivity in PD. 

This model also represents a new tool to study spontaneous release mechanisms and to 

tackle the role of phasic DA release in the brain. Evaluation of other DA-controlled functions such 

as motivation, learning, cognition or reward would be an important next step to further document 

the role of phasic DA release. Our findings are also likely to be relevant to a better understanding 

of signaling by other neuromodulators such as serotonin and norepinephrine, that show 

connectivity patterns that are similar to that of DA neurons. 

Our results are also compatible with previous work obtained in mice in which 90% of SNc 

dopaminergic neurons were genetically ablated, leading to a consequent depletion of > 95% of 

striatal DA (Golden et al., 2013). In these mice, motor behaviors of young-adult or aged mice were 

also largely unaltered. These mutant mice also exhibited an exaggerated response to L-DOPA 

suggesting that preservation of motor functions involves sensitization of striatal DA receptors. This 

result is in keeping with our amphetamine-induced locomotion and autoradiography results, which 

also point toward the sensitization of DA receptors in Syt1-/- mice. The authors concluded that <5% 

of striatal dopamine is sufficient to maintain basic motor functions. 

In summary, we conclude that although Syt1 is clearly the main calcium sensor controlling 

DA release, a small component of phasic DA release requires another calcium sensor. We also 

conclude that Syt1-dependent phasic DA release is dispensable for many basic motor functions that 

require instead only a basal level of extracellular DA that could be provided either by (a) 

spontaneous DA exocytosis, (b) by the small component of phasic DA release that depends on 

other calcium sensors, (c) by phasic but desynchronized exocytosis or even (d) by DAT-mediated 

reverse transport. Further work will be required to test these possibilities. 
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3.6. Figures and legends 

 

Figure 1. –  Syt1 is the main calcium sensor for fast axonal dopamine release. 

 

 (A) Generation of conditional knock-out of Syt1 in DA neurons by crossing Syt1-floxed mice 

(Syt1lox/lox) with DATIREScre mice. (B) Fast scan cyclic recording of Syt1 cKODA mice in the dorsal 

striatum. Representative traces (top) and quantification of peak amplitude (bottom) obtained with 

single-pulse electrical stimulation (1 ms, 400 µA) in Syt1+/+ (n = 18 slices/9 mice), Syt+/- (n = 16/8) 

and Syt1-/- mice (n = 16/8). (C) Same, but in the ventral striatum (NAc core and shell). (D) 

Representative traces (top) and quantification of peak amplitude (bottom) obtained in the VTA with 

aCSF containing nomifensine (DAT blocker) and sulpiride (D2 antagonist) (both at 5 µM), and 

pulse-train stimulation (30 pulses of 1 ms at 10 Hz, 400µA). Error bars represent ± S.E.M. and the 

statistical analysis was carried out by 1-way ANOVAs followed by Tukey tests (ns, non-significant; 

*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001).  
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Figure 2. –  Somatodendritic optogenetics reveals unaltered STD DA release in the absence of 

Syt1. 
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(A) Immunohistochemistry in brain slices of adult Syt1 cKODA mice infected with AAV2/5-hsyn-

DIO-ChR2-eYFP-Kv, showing expression of ChR2-Kv (eYFP) in the whole ventral mesencephalon 

(scale bar = 500 µm) and striatum (scale bar = 1 mm) using epifluorescence microscope at 20x. 

(B) Expression of ChR2-Kv in the same mice evaluated by confocal microscopy at 60x shows 

infected DA neurons (TH) in the midbrain (up panel, scale bar = 50 µm). Optical zoom and z-stack 

on an infected DA neuron showing the membrane distribution of the eYFP signal (bottom panel, 

scale bar = 10 µm, insert in the merge image shows the eYFP signal at a single focal plane). 

Evaluation of the eYFP signal in the striatum shows no axonal processes in the dorsal sector but 

a small contingent of positive fibers in the ventral sector of the striatum (scale bar = 50 µm). (C-

E) Fast scan cyclic voltammetry recordings with average [DA]o peaks obtained in striatal (C) and 

midbrain (D) slices of infected Syt1+/+ and Syt1-/- mice with AAV2/5-hsyn-DIO-ChR2-eYFP-Kv 

(ChR2-Kv) or AAV5-EF1a-DIO-hChR2(H134R)-eYFP (control hChR2). Representative traces of 

each conditions are shown at the top. DA release was optically triggered in each region using 

pulse-train stimulation (30 pulses of 470 nm blue light at 10 Hz) in ACSF containing 5 µM of 

nomifensine and sulpiride. (E) TTX (1 µM) effect on average [DA]o peaks in the striatum and the 

VTA (% of inhibition).  
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Figure 3. –  Syt1 cKODA mice do not exhibit any substantial motor defects. 

 

 (A) Latency to fall from the device during the rotarod test for Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice (n = 

8, mean of 3 attempts) (B) Time for Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice (n = 8) to turn (t-turn) and 

climb down the vertical pole (mean of 3 attempts/2 days). (C) Forelimb grip strength (mean of 3 

trials/weight) developed by Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice (n = 8), using a force sensor connected 
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to a grid. Statistical analysis for A-C were carried out by 1-way ANOVAs followed by Dunnett 

tests. (D-L) Locomotion of Syt1 cKODA mice measured as traveled distance (% of a 20 min 

baseline) under saline treatment (n = 8 mice) (D), cocaine at 20 mg/kg (n = 8 Syt1+/+/Syt1+/- and 

6 Syt1-/-) (E), amphetamine at 5 mg/kg (n = 8 mice) (F), the D1 agonist SCH23390 at 50 µg/kg (n 

= 10 Syt1+/+/Syt1-/- and 9 Syt1+/-) (H), the D2 agonist quinpirole at 0.2 mg/kg (n = 10 Syt1-/- / Sy+/- 

and 8 Syt1+/+) (I) and the D2 antagonist raclopride at 1 mg/kg (n = 10 mice) (J). Statistical 

analyses for D-J were carried out by 2-way ANOVAs followed by Dunnett tests. (G&K) Average 

drug-induced locomotion (% of baseline) during a 40 min recording period (mean between 25-60 

min) are represented for cocaine/amphetamine treatment (G) and for 

SCH23390/quinpirole/raclopride treatments (K). Statistical analysis was carried out by 2-way 

ANOVAs followed by Tuckey tests. Blue squares indicate the average traveled distance for each 

mouse, 5 min after receiving an i.p. injection of each tested drugs (L). Statistical analysis was 

carried out by 1-way ANOVAs followed by Dunnett tests. Error bars represent ± S.E.M. (ns, non-

significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 4. –  Increased D2 autoreceptor and DAT function in Syt1 cKODA mice. 

 

 (A) FSCV representative traces (top) and quantification of peak amplitude (bottom) obtained in 

Syt1+/+ and Syt1-/- mice with single-pulse electrical stimulation and aCSF containing 1 µM of the 

D2 agonist quinpirole. (B) Same, but in the ventral striatum. (C) FSCV representative traces (top) 

and quantification of peak amplitude (bottom) obtained in Syt1+/+ and Syt1-/- mice with pulse-train 
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stimulation and aCSF containing 5 µM of the D2 antagonist sulpiride. (D) Same, but in the ventral 

striatum. (E) FSCV representative traces (top) and quantification of peak amplitude (bottom) 

obtained in Syt1+/+ and Syt1-/- mice with pulse-train stimulation and aCSF containing 5 µM of the 

DAT blocker nomifensine. (F) Same, but in the ventral striatum. For each tested drug, the effect 

on DA release (% of control) for both genotypes is indicated in the right panel. Statistical analysis 

was carried out by 2-way ANOVAs followed by Šidák’s corrections. Error bars represent ± S.E.M. 

(ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 

 

Figure 5. –  Higher D2 receptor density with no change in affinity in Syt1 cKODA mice. 

 

Density of DA receptors (Bmax) for D1 (A) and D2 (B) in Syt1+/+ and Syt1-/- mice (n = 4). Each 

binding was analyzed with a series of 4 serial coronal sections (bregma +1.34 mm to +0.38 mm) 

and by dividing each section into 4 quadrants (dorso-lateral, ventro-lateral, dorso-medial and 

ventro-medial). The data followed a log-normal distribution and unpaired t-tests were done after 

the data were converted to a log scale. Error bars represent ± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 

0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 6. –  Adaptations of DA synthesis and packaging in Syt1 cKODA mice. 
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(A) Immunochemistry of striatal slices from 10-12 week-old Syt1+/+ and Syt1-/- mice (60x confocal) 

using (from top to bottom): tyrosine hydroxylase (TH), vesicular monoamine transporter 2 

(VMAT2), dopamine transporter (DAT) and serotonin (5-HT) immunostainings. Scale bar = 50 

µm. (B) Quantification of each signal surface (% of WT) in the dorsal and ventral striatum (n = 

20 hemispheres/10 mice). (C) Same with signal intensity. (D) TH immunoreactive cells in the 

midbrain of Syt1+/+ and Syt1-/- mice, identified by the brown DAB staining. (E) Stereological counts 

of DA neurons in the SNc, VTA and RRF. Unbiased stereological counting was performed by a 

blinded observer to estimate the number of DA neurons. Statistical analysis was carried out by 2-

way ANOVAs followed by Šidák’s corrections. Error bars represent ± S.E.M. (ns, non-significant; 

*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 7. –  Acute deletion of Syt1 in adult mice impairs DA release but prevents adaptations. 
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(A) Stereotaxic injections of AAV9-TH-Cre and AAV9-TH-FusionRed (control) viruses in 6-7-week 

old Syt1lox/lox mice effectively infects the whole ventral mesencephalon (epifluorescence imaging of 

TH (cyan) and FusionRed (Cre, magenta) immunostainings). (B) FSCV recordings (DA overflow 

in µM) of dorsal and ventral striatum (single electrical pulse 1 ms, 400 µA, normal aCSF) and 

VTA (pulse-train 30p, 1ms, 400 µA, 10 Hz in presence of 5 µM of nomifensine/sulpiride) from 

Syt1lox/lox mice injected with AAV9-TH-Cre and AAV9-TH-Control viruses. (C) 

Immunohistochemistry of striatal slices from 9-10 week old Syt1lox/lox injected with AAV9-TH-Cre 

(black) and AAV9-TH-control (green) illustrating TH and DAT immunostaining (60x confocal). 

Scale bar = 50 µm. (B) Quantification of each signal surface (% of WT) in the dorsal and ventral 

striatum of injected mice (n = 12 hemispheres/6 mice). (C) Same with signal intensity. Statistical 

analysis was carried out by 2-way ANOVAs followed by Šidák’s corrections. Error bars represent 

± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 8. –  Basal extracellular DA levels and total tissue DA are not altered in Syt1 cKODA 

mice. 

 

(A) Schematic representation of the intracerebral microdialysis protocol performed on 

anesthetized Syt1 cKODA and control mice. (B) Quantification of total DA, DOPAC, serotonin and 

norepinephrine striatal content (ng/mg of total proteins) and DA/DOPAC ratio (n = 10 Syt1+/+ and 

12 Syt1-/-). Statistical analysis was carried out by unpaired t-test. (C) Extracellular quantification 

(ng/mL) by microdialysis of the same molecules in the dorsal striatum and in the mesencephalon 

of Syt1 cKODA mice, with an average of 3 dialysates for each animal. Statistical analysis was 

carried out by 2-way ANOVAs followed by Šidák’s corrections. Error bars represent ± S.E.M. (ns, 

non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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3.7. Supplemental information 

Supplemental Table 1: primers used for RT-qPCR quantifications. 

 

 

  

GENE UPL 

PROBE 

OLIGO FWD OLIGO REV REFSEQ OF 

ISOFORM 

DETECTED 

EFFICIENCY 

GAPDH 80 agccacatcgctcagacac gcccaatacgaccaaatcc NM_008084.2 91% 

TH 15 cccaagggcttcagaagag gggcatcctcgatgagact NM_009377 106% 

SLC18A2 25 caactttggagttggttttgc ccaccaggtagcccatgata NM_172523.3 93% 

SLC6A3 16 ggaggcttacaggacctcaa gagcccgaggaagtctgttt NM_010020.3 95% 

SYT1 63 gggaagaccatgaaggatca tgaagctttcccagtttctcc NM_009306.3, 

NM_001252341.1, 

NM_001252342.1 

90% 

SYT4 25 cccagaaaacctaagtagcaaaaa agagcggctttacccttcac NM_009308.3 90% 

SYT7 6 gacgccacacgatgagtct ctcagaacccggggagag NM_018801.3, 

NM_173067.3, 

NM_173068.2 

103% 

SYT11 27 ggggtgtgtgctgtaaaagg gtgctcacggggatatctcta NM_018804.3 90% 

DOC2B 1 ggctgatccctacgtcaaac ccgaagagtttttgttctgagc NM_007873.3 98% 
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Supplemental figure and legends 

Figure 9. –  Figure S1- FSCV recordings in Syt1 cKODA mice. 

 

 (A) Representative voltammograms obtained in the dorsal striatum and VTA from Syt1+/+ and 

Syt1-/- mice using a voltage ramp of -400 to 1000 mV vs Ag/AgCl at 300 V/s with a 100 ms sampling 

interval. (B) Regional sampling (single pulse, 1 ms, 400 µA) of DA release in Syt1+/+ (n = 18 

slices/9 mice), Syt+/- (n = 16/8) and Syt1-/- mice (n = 16/8) in the dorsal striatum (median, central 

and lateral) and ventral striatum (Nac core and shell). Statistical analysis was carried out by a 2-

way ANOVA followed by a Tukey test. (C) Quantification of peak amplitude measured in the SNc 

of Syt1+/+ (n= 12/6) and Syt1-/- mice (n = 10/5) with pulse-train stimulation in presence of 5 µM of 

nomifensine/sulpiride. Statistical analysis was carried out by an unpaired t-test with Welch’s 
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correction. (D) Quantification of peak amplitude measured in the dorsal (yellow) and ventral 

striatum (red) of Syt1-/- mice using single pulse (n = 16/8) or pulse-train stimulation (n = 22/11). 

Statistical analysis was carried out by a 2-way ANOVA followed by a Šidák’s correction. Error 

bars represent ± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 

0.0001). 

Figure 10. –  Figure S2: Somatodendritic subcellular localization of ChR2-Kv in cultured 

dopamine neurons. 

 

Immunocytochemistry in primary cultured DA neurons (TH) infected with AAV2/5-hsyn-DIO-

ChR2-eYFP-Kv shows the expression of ChR2-Kv (eYFP) within the soma and proximal dendrite 

(TH+/MAP2+), but a lack of expression in the axonal compartment (TH+/MAP2- processes), with 

confocal microscopy at 60x (scale bar = 20 µm). 
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Figure 11. –  Figure S3: Autoradiography of D1 and D2 receptors in Syt1 cKODA mice. 

 

Affinity of [3H]-SCH23390 and [3H]-raclopride for D1 (A) and D2 (B) dopamine receptors in 

Syt1+/+ and Syt1-/- mice (n = 4). Each binding was analyzed with a series of 4 serial coronal sections 

(bregma +1.34 mm to +0.38 mm) and by dividing each section into 4 quadrants (dorso-lateral, 

ventro-lateral, dorso-medial and ventro-medial). The data followed a lognormal distribution and 

unpaired t-tests were performed after the data were converted to a log scale. Error bars represent 

± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 12. –  Figure S4: Regional adaptations of the dopaminergic system of Syt1 cKODA mice. 
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(A) Schematic representation of striatal slices used for immunohistochemistry characterization. 

Surface and intensity for each signal were measured in a series of 5 different striatal slices ranging 

from bregma +0.98 to bregma -1.06 mm, with a total of 22 different areas for each hemisphere. 

(B) Quantification of signal surface (% of WT) for TH, VMAT2, DAT and 5-HT in the different 

striatal regions examined: “rostral 1 and 2, intermediate 1 and 2 and caudal (n = 20 

hemispheres/10 mice). “Nac 1 and 2” referring to the ventral striatum (nucleus accumbens) from 

the rostral 1 and 2 slices respectively. (C) Same for signal intensity of each immunostaining. 

Statistical analysis was carried out by 2-way ANOVAs followed by Šidák’s corrections. Error bars 

represent ± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 

0.0001). 
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Figure 13. –  Figure S5: No significant changes in the overall morphological development of 

cultured DA neurons. 
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Primary DA neurons from VTA or SNc were cultured from Syt1-/- or Syt1+/+ P0-P3 pups and used 

for immunocytochemistry (ICC) at 14 days in vitro (DIV). (A) Immunocytochemistry of cultures 

prepared from Syt1+/+ and Syt1-/- mice showing colocalization of Syt1 signal with TH+ axonal 

varicosities (confocal 60x, scale bar = 10 µm). (B) Same with VMAT2 antibody. (C) Synaptic 

contacts of TH+ varicosities on MAP2+/TH- dendrites. (D) Colocalization of VMAT2 signal with 

TH+ soma and dendrites (scale bar = 5 µm). (E-G) Quantifications of Syt1 (E), MAP2 (F) and 

VMAT2 (G) percentage of colocalization with TH+ varicosities. (H-J) Quantification of TH (H) 

and axonal (I) and somatodendritic (J) VMAT2 signals. (K) Evaluation of cultured Syt1+/+ and 

Syt1-/- DA neuron survival, assessed by their number/coverslips at 14 DIV. (L-M) Evaluation of 

cultured Syt1+/+ and Syt1-/- DA neuron development, assessed by the number of TH+ processes (L) 

and their length (M). (N-O) Representative TH+ DA neurons at 14 DIV from Syt1-/- (N) and Syt1+/+ 

pups (confocal 20x, scale bar = 50 µm). Error bars represent ± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 

0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001). 
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Figure 14. –  Figure S6: Gene expression and protein levels in Syt1 cKODA mice. 

 

 (A) Relative changes of mRNA levels measured by RT-qPCR, from microdissected ventral 

mesencephalon containing the SN/VTA of adult Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice (n = 5 per 

genotype). Ct values (mean of duplicate repeats) of th, Slc18a2 (VMAT2), Slc6a3 (DAT), Syt1, 4, 

7 and 11 mRNA levels were normalized to the Ct value of GAPDH in the same samples. (B) 

Representative western blots illustrating either DAT, VMAT2 and β-actin from total striatum 

unboiled homogenates of adult Syt1+/+, Syt1+/- and Syt1-/- mice. (C) Same for TH and β-actin in 

boiled samples. (D-F) Immunoblot quantifying relative protein levels (fold change compared to 

controls) for DAT (D), VMAT2 (E) and TH (F) (n = 10 Syt1+/+ and Syt1-/- mice, n = 8 Syt1+/-). 

Error bars represent ± S.E.M. (ns, non-significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, 

p < 0.0001). 
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Chapitre 4 – Discussion 

 

4.1. Caractéristiques de la libération somatodendritique de DA 

mesurés par voltammétrie cyclique dans des tranches 

mésencéphaliques de souris 
 

Les découvertes précédentes de l’équipe du Dr Louis-Éric Trudeau ont découlé de l’utilisation 

d’un modèle in vitro pour mesurer la libération STD de DA à partir de cultures primaires de 

neurones DA de rats. C’est en utilisant ce modèle que l’équipe est parvenue à fournir la preuve que 

la libération STD de DA survient par un mécanisme d’exocytose SNARE-dépendant et requière 

les isoformes Syt4 et 7 de la synaptotagmine (Fortin et al., 2006; Mendez et al., 2011). Pour 

permettre d’étudier à terme les rôles fonctionnels et comportementaux de la libération STD de DA, 

le premier objectif de mon projet de thèse a consisté à établir un modèle sur tranche de cerveau 

nous permettant de mesurer la libération STD sur tissu intact de souris sauvages et génétiquement 

modifiées.  

Comme nous l’avons vu précédemment, l’étude sur tranche de la libération STD de DA a déjà 

été réalisée par le passé par d’autres équipes, notamment en combinant la stimulation 

extracellulaire avec la technique de voltammétrie cyclique afin de détecter les taux de DA en temps 

réel. Une limitation importante de cette approche est qu’elle repose sur une stimulation 

extracellulaire qui dépolarise non sélectivement les neurones DA, mais aussi les neurones 

glutamatergiques et GABAergiques et les terminaisons sérotoninergiques qui sont abondantes dans 

le mésencéphale ventral. Cela complique en partie l’interprétation des données en voltammétrie, 

compte tenu du relargage de substances électrochimiquement détectables comme la 5-HT 

(Nedergaard et al., 1988; S. J. Cragg et al., 1997).  

Nous avons donc tenté d’optimiser cette stratégie en évaluant une approche combinant 

voltammétrie cyclique avec une activation optogénétique (sélective) des neurones DA exprimant 

la channelrhodopsine. Cette approche a récemment été utilisée pour évaluer la libération axonale 

de DA (O’Neill et al., 2017), ou typiquement pour stimuler les neurones de la SNc/VTA afin de 

procéder à des enregistrements dans le striatum ou des évaluations comportementales, mais 



191 

 

personne ne l’avait encore exploitée pour mesurer spécifiquement la libération STD de DA. Nous 

avons démontré que cette approche optogénétique, en combinaison avec un blocage des 

autorécepteurs D2 et de la recapture par le DAT, peut se montrer efficace à l’étude de la libération 

STD de DA. 

Le principal problème qui a émergé de cette approche est cependant l’instabilité des réponses 

avec des stimulations optiques répétées à 5 minutes d’intervalle, au même site d’enregistrement. 

Cette atténuation progressive qui survient au cours des stimulations contraste avec la stabilité 

observée en stimulation électrique.  

Il est possible que la diminution observée avec une stimulation optique résulte d'une faible capacité 

de réserve de DA libérable, en raison d’un pool vésiculaire limité dans les somas et dendrites des 

neurones DA (Wilson et al., 1977; Groves et Linder, 1983; Bayer et Pickel, 1990; Nirenberg et al., 

1996). La stimulation électrique serait alors plus efficace à recruter les différentes réserves de DA 

somatodendritique, dans un contexte où les capacités de recapture sont par ailleurs bloquées. Il est 

également possible que l’atténuation progressive des réponses ne soit pas observée en stimulation 

électrique, car cette forme de stimulation recrute des mécanismes neuromodulateurs facilitateurs, 

résultants de l’activation de terminaisons afférentes sur les neurones DA, libérant la 5-HT, la NE, 

l'acétylcholine, le glutamate, le GABA et/ou des neuropeptides (Ludwig, 2005; Bergquist and 

Ludwig, 2008; Rice and Patel, 2015). En faveur de cette seconde hypothèse, le groupe de Rice qui 

a caractérisé la libération de DA en utilisant la même approche d’optogénétique dans le striatum a 

constaté le même phénomène d’atténuation des réponses avec des trains de stimulation optique, et 

de stabilité des réponses en stimulation électrique (O’Neill et al., 2017). Ces auteurs ont conclu que 

les niveaux d’expression de la ChR2 n’étaient pas en cause, de la même façon que l’atténuation 

des réponses était visible dans notre étude aussi bien chez les souris Ai32 et celles exprimant ChR2 

par infection virale. En revanche, ils ont observé que l’atténuation des réponses avec des 

stimulations répétées pouvait aussi être constatée en stimulation électrique si les enregistrements 

étaient faits en présence d’un antagoniste des récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine (nAChR). 

Ce résultat a démontré l’influence de la neuromodulation cholinergique dans le striatum. Il est donc 

très certainement probable qu’il en soit de même au compartiment somatodendritique. D'autres 

expériences seront nécessaires pour tester cette hypothèse, par exemple en procédant aux mêmes 
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enregistrements par stimulations électriques répétées, en présence de différentes drogues agissant 

sur les autres systèmes présents dans le mésencéphale ventral (glutamate, GABA, sérotonine…).  

L’étude de O’Neill a également montré que l’atténuation des réponses peut être évitée en 

enregistrant dans de multiples sites du striatum, chacun stimulé une seule fois ou bien encore par 

l’utilisation de stimulations unitaires. Ces stratégies sont cependant plus difficilement réalisables 

dans le cas de la libération somatodendritique. D’une part, car nous avons montré que chez la souris 

l’utilisation de stimulations uniques n’est pas une stratégie efficace pour déclencher la libération 

STD de DA, même en condition de blocage du DAT et des autorécepteurs D2. D’autre part, la 

faible superficie de la région du mésencéphale ventrale (en comparaison du striatum) limite les 

stratégies d’échantillonage avec des enregistrements dans à de multiples endroits. 

Par ailleurs, la libération somatodendritique dépend du calcium, mais comme nous l’avons vu, 

il existe des résultats contradictoires quant à la sensibilité au calcium de la libération STD 

comparativement à la libération axonale (Chen et Rice, 2001 et Ford et al., 2010). Déterminer la 

sensibilité calcique de la libération de DA chez la souris ex vivo n’est pas anodin, car la dépendance 

au calcium moins élevée au niveau STD, observée par le groupe de Rice a servi de base au 

développement du modèle en culture de Mendez, qui a mesuré la libération STD en assumant que 

la libération terminale était totalement bloquée à 0.5 mM de calcium. Les résultats du groupe de 

Williams (Ford et al., 2010) laissent entendre une certaine similarité des mécanismes de libération 

de la DA dans le striatum et la région somatodendritique, ce qui entre en contraction avec les 

résultats de Mendez et du groupe de Rice. Dans cette étude, nous avons réévalué la sensibilité 

calcique de la libération STD de DA par rapport à la libération axonale sur des tranches de 

mésencéphale de souris perfusées avec différentes concentrations extracellulaires de calcium (0, 

0.5 et 2.4 mM) et avons conclu à une dépendance au calcium identique entre libération axonale et 

somatodendritique. Il est possible qu’une conclusion différente ait été faite dans les tranches de 

cerveau de cobaye, car certains aspects du mécanisme de libération STD de DA diffèrent selon les 

espèces, par exemple une possible plus grande contribution du senseur calcique Syt7, à faible 

affinité pour le calcium, pour la libération STD chez le cobaye. Une autre possibilité est qu’une 

composante axonale soit également présente dans le signal dopaminergique détecté en 

voltammétrie. Cette possibilité a été évoquée précédemment, en particulier dans le cas de la VTA 
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(Chen et al., 2011), mais les données anatomiques allant en ce sens sont encore très limitées (Bayer 

et Pickel, 1990; Deutch et al., 1988). 

4.2. Implication des synaptotagmines 4 et 7 dans la libération 

axonale et somatodendritique de dopamine 
 

4.2.1. Rôle de Syt4 et Syt7 dans la libération de DA 

Enfin, dans la continuité des travaux in vitro de Mendez en 2011, nous avons cherché à 

déterminer si Syt4 et Syt7 étaient nécessaires à la libération STD de DA in vivo. Nous avons ainsi 

confirmé que ces deux isoformes sont présentes dans le compartiment somatodendritique des 

neurones DA, présentant une colocalisation notable avec VMAT2.  

Nous avons par la suite mesuré l’amplitude de la libération de DA dans des tranches de souris 

KO constitutives pour ces isoformes. De façon intéressante, les KO unitaires de Syt4 ou Syt7 n’ont 

conduit à aucun déficit de la libération phasique de DA au niveau axonal et somatodendritique. Ce 

résultat suggére la mise en place de mécanismes de compensations homéostatiques durant le 

neurodéveloppement, bien que notre analyse de RT-qPCR chez ces souris n’ait pas révélé de 

changements notables d’expression de Syt1, Syt4, Syt5, Syt7 ou Syt11 dans l’un ou l’autre des KO 

constitutifs. Cependant, une limitation de l’approche est qu’elle s’est faite sur l’ARNm totale de 

cerveaux de souris Syt4 et Syt7 KO. Bien que ces deux isoformes soient présentes dans tout le 

SNC, il est possible que des mécanismes de compensation spécifiques au système dopaminergique 

soient masqués compte tenu de la faible proportion de cette population de neurones. Réitérer ces 

quantifications d’expression génique sur des neurones dopaminergiques isolés permettrait de 

pallier ce problème. 

Des résultats intéressants ont néanmoins émergé de l’étude des doubles KO pour Syt4 et Syt7. 

La libération STD de DA chez ces souris a été impactée à hauteur de 50%, tandis que la libération 

axonale est restée intacte ce qui (1) confirme les travaux de Mendez (2011) sur cultures primaires 

de neurones DA, (2) suggère l’existence de mécanismes distincts entre libération axonale et STD, 

et (3) indique une possible redondance fonctionnelle de Syt4 et Syt7 dans ce processus. Cette baisse 

de moitié de la libération STD n’était surprenamment pas constatée chez des souris knock-out pour 
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Syt4 et hétérozygote pour Syt7, ce qui indique que Syt7 joue un rôle prépondérant dans ce 

processus, la présence d’un seul de ses allèles suffisant à restaurer pleinement la libération STD. 

Par ailleurs, en considérant également que la libération STD évoquée n’est que partiellement 

altérée chez le double KO Syt4 /7 (tout comme elle l’était dans l’étude de Mendez), nous pouvons 

donc émettre l’hypothèse de l’existence d’un autre mécanisme de libération. La Syt11 pourrait être 

un autre senseur calcique impliqué dans ce processus, car, comme vu précédemment, elle possède 

des analogies avec Syt4, avec une mutation sur son domaine calcique C2B (von Poser et al., 1997), 

est un facteur de risque génétique pour la maladie de Parkinson (International Parkinson Disease 

Genomics Consortium et al., 2011), un substrat de l’ubiquitine ligage Parkin (Huynh et al., 2003) 

et joue un rôle dans le remplissage du stock vésiculaire de DA (Wang et al., 2018). Le modèle 

murin de délétion conditionnelle de Syt11 pourrait ainsi être utilisé afin d’évaluer la libération 

somatodendritique de DA. 

4.2.2. Limitations de l’étude 

4.2.2.1. Emploi de modèles de délétions constitutives  

Une limitation évidente de notre l’étude était la non-disponibilité de souris KO conditionnelles ou 

inductibles pour les Syts 4 et 7. Nous avons ainsi été contraints d’utiliser des souris dont la délétion 

des gènes syt4 et syt7 était constitutive. Cela pose problème, étant donné que ces gènes sont 

fortement exprimés dans le SNC (Berton et al., 1997; Sugita et al., 2001) et pourraient avoir des 

conséquences notables, notamment sur la neurotransmission des autres systèmes neuronaux sur le 

système dopaminergique, à la fois au compartiment axonal et somatodendritique. Par exemple, il 

est connu que les systèmes glutamatergiques et GABAergiques, à l’origine de la majorité des 

connexions sur les neurones DA, contribuent à la régulation de la libération STD dans la SNc et la 

VTA (Chen and Rice, 2002). Parmi ces effets difficilement prévisibles, nous avons par exemple 

constaté que Syt4 semble avoir un rôle dans le neurodéveloppement de la commissure antérieure 

et du corps calleux, tous deux présentant des déficits majeurs, clairement visibles sur les tranches 

de striatum enregistrées. Cette observation est quelque peu surprenante, compte tenu du fait que la 

souris a été générée par le groupe de Herschman il y a plus de deux décennies (Ferguson et al., 

2000), mais qu’à notre connaissance aucun autre groupe n’a rapporté ce phénotype. Une variété de 

morphogènes, facteurs de guidance axonale et autres protéines ont déjà été caractérisés dans le cas 

du neurodéveloppement de la commissure antérieure (Serafini et al., 1996; Henkemeyer et al., 
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1996; Fazeli et al., 1997; Giger et al., 2000; Chen et al., 2000; Kullander et al., 2001; Sahay et 

al., 2003; Uemura and Takeichi, 2006; Islam et al., 2009; Ito et al., 2010; Moldrich et al., 2010; 

Klingler et al., 2015), et Syt4 pourrait ainsi s’ajouter à cette liste. Cette observation pose ainsi la 

question du rôle que pourrait avoir cette isoforme, ou même plus spécifiquement de la libération 

STD de DA, dans le neurodéveloppement des neurones dopaminergiques. Ainsi, le développement 

et l’utilisation de KO conditionnels et inductibles pour Syt4 et Syt7, constitueraient une 

amélioration significative à l’étude de leurs rôles dans le système dopaminergique in vivo. 

4.2.2.2. Rôle de Syt4 et 7 au niveau des astrocytes et concept de gliotransmission 

Dans mes études je me suis focalisé essentiellement sur le rôle des Syts dans la transmission 

dopaminergique et notamment sur les effets locaux après leurs délétions. Selon nos hypothèses, 

l’impact des délétions de Syt4 et 7 (et Syt1) sur la libération de DA serait en lien direct avec leur 

fonction de senseur calcique de l’exotyose. Cependant, une attention pourrait aussi être portée 

également à l’avenir sur leur rôle dans le trafic intracellulaire des organites responsables de la 

libération de la DA (voir perspective). En lien avec les limitations précédemments énoncées, les 

KO constitutif de Syt4 et Syt7 peuvent poser problème car il se pourrait que ces délétions n’aie pas 

uniquement un rôle spécifique et local sur la libération de DA mais plutôt un rôle en amont. 

En dehors des autres systèmes neuronaux pouvant directement agir sur la neurotransmssion 

dopaminergique, un facteur présentement très peu considéré, compte tenu de la tradition 

neurocentrique, serait le rôle que pourrait jouer la glie et en particulier les astrocytes dans la 

modulation de l’activité des neurones dopaminergiques. On sait depuis longtemps que les 

astrocytes captent des neurotransmetteurs, mais la suggestion qu'ils libèrent également eux-même 

certains transmetteurs, un concept portant le nom de gliotransmission, est relativement récente 

(Hamilton et Attwell, 2010). On sait par exemple que les astrocytes peuvent libérer du glutamate, 

du GABA, de l’ATP et de la D-sérine (co-agoniste avec la glycine pour l’activation des récepteurs 

NMDA), de manière dépendante du calcium, ce qui module l’excitabilité neuronale (Parri et al., 

2001; Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004; Perea and Araque, 2005; D’Ascenzo et al., 2007), 

la libération des neurotransmetteurs et la plasticité synaptique (Araque et al., 1998; Coco et al., 

2003; Yang et al., 2003; Zhang et al., 2003; Fiacco and McCarthy, 2004; Pascual et al., 2005; 

Serrano et al., 2006; Jourdain et al., 2007; Andersson et al., 2007; Perea and Araque, 2007; 

Pangršič et al., 2007; Corkrum et al., 2020). Au sein du système dopaminergique, la 
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communication apparait comme étant bidirectionnelle, avec des astrocytes répondants dans un 

premier temps à différents neurotransmetteurs (glutamate, DA et opioïdes) par une élévation des 

niveaux intracellulaires de calcium via l’activation de différents récepteurs couplés aux protéines 

G (y compris DARs) et libérant dans un second temps des gliotransmetteurs pouvant à leur tour 

avoir une influence sur l’activité des neurones DA (voir revue de Corkrum et Araque, 2021). 

Des études en microscopie électronique ont montré que les astrocytes ne présentent pas de 

zones de libération structurellement organisées comme celles retrouvées au niveau des synapses 

neuronales (Bezzi et al., 2004; Jourdain et al., 2007). Néanmoins, les astrocytes cultivés ou 

fraîchement isolés expriment VAMP2, VAMP3 (également connu sous le nom de cellubrevine) et 

la syntaxine (Parpura et al., 1995; Maienschein et al., 1999; Cahoy et al., 2008), et soit SNAP25 

(Maienschein et al., 1999), soit son analogue SNAP23 (Hepp et al., 1999; Cahoy et al., 2008). Par 

ailleurs certains astrocytes ont montré une faible expression des senseurs calciques Syt1, Syt4 et 

Syt7, et une forte expression de la Syt11 (Cahoy et al., 2008). Une absence d’expression de Syt1 

et Syt2 a en revanche été démontrée par RT-PCR/immunobuvardage dans des astrocytes en culture 

contrainement à Syt4, Syt5 et possiblement Syt11 (Zhang et al., 2004). Cette étude a par ailleurs 

détecté la présence de structures immunoréactives pour Syt4 dans les prolongements astrocytaires 

et une baisse de son expression obtenue avec des siRNA a également conduit à une inhibition de 

la libération de glutamate dépendante du calcium, démontrant ainsi un rôle fonctionnel de cette 

isoforme au niveau des astrocytes. Ces données invitent également à un examen plus approfondi 

du rôle que pourrait jouer Syt7 et Syt11 dans la libération de transmetteurs astrocytaires et de 

l’impact que cela pourrait avoir sur l’activité des neurones DA. 

Il est intéressant de noter que les seules isoformes de la famille des Syts ayant été détectées 

au niveau des cellules gliales, soit Syt4 et Syt7 (et possiblement Syt5 et Syt11), soient également 

les mêmes pour lesquelles nous suspectons un rôle spécifique dans la libération somatodendritique 

de DA. On comprend dès lors que le recours à des KO constitutifs de Syt4 et Syt7 pourrait 

constituer une autre limitation à notre étude compte tenu de la communication bidirectionnelle que 

pourrait avoir le système DA et la glie. Un effort devra être fait afin d’être plus spécifique et 

également exploré plus spécifiquement ces questions de gliotransmission dans un autre projet. 
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4.2.2.3. Limitations techniques et méthodologiques 

Une autre limitation concerne le mode de stimulation employé. La caractérisation de la 

libération STD de DA des souris KO s’est faite au moyen de trains de stimulations électriques (30 

stimulations à 10 Hz), une méthode qui s’est révélée efficace et stable à déclencher la libération 

STD, mais qui manque de spécificité, ce qui complique son étude. Par exemple, il a été montré que 

des trains de stimulations (10 Hz) dans la SNc provoquent une libération de glutamate pouvant 

activer les récepteurs mGluR1 des neurones DA, ce qui facilite la libération STD (Patel et al., 

2009). Cette influence neuromodulatrice peut également s’exercer avec les autres systèmes de 

neurotransmission présents dans le mésencéphale ventral. L’innervation sérotoninergique en 

provenance du raphé dorsal peut souvent s’avérer problématique à l’étude de la libération STD de 

DA, la 5-HT étant elle-même oxydoréductible et présentant une plus grande adsorption sur les 

fibres de carbone (S. J. Cragg et al., 1997; Threlfell and Cragg, 2007). Il faut néanmoins souligner 

que cette “contamination” est dépendante de la région enregistrée (SNc ou VTA) et de l’espèce 

utilisée, due à des différences anatomiques quant à l’innervation sérotoninergique. Notablement, 

la VTA des souris, rats et des cobayes présente peu, voir pas, d’innervation 5-HT contrairement à 

la SNc, et est souvent considérée comme une région permettant d’obtenir un signal dopaminergique 

« pure » en voltammétrie cyclique (Hallman and Jonsson, 1984; S. J. Cragg et al., 1997; Courtney 

et al., 2012). Il est donc peu probable que ce problème de spécificité entre en compte dans notre 

étude où les enregistrements étaient menés dans la VTA. A noter que ce fait est un avantage dans 

notre étude mais pose plus globalement le problème de la généralisation des résultats obtenus aux 

espèces plus hautes dans l’échelle phylogénétique. 

La méthode d’échantillonnage employée pourrait également venir jouer un rôle dans le cas 

de la libération axonale de DA dans le striatum. La caractérisation de celle-ci chez les souris KO 

s’est faite au moyen d’un échantillonnage dans de multiples sites du striatum dorsal et ventral, avec 

des stimulations unitaires (1 pulse de 1 ms à 400 µA). Cette méthode, permissive du fait des hauts 

niveau de DA libérable dans le striatum, couramment employée en voltammétrie, permet de 

minimiser la variabilité due à l’hétérogénéité des sites de libération dans le striatum et l’influence 

des autres systèmes de transmission. Il est apparu quelque peu étonnant de ne constater aucun effet 

des KO de Syt4 et Syt7 et des double KO sur la libération terminale de DA. Quoique moins 

surprenant dans le cas de Syt4, qui présente une localisation strictement somatodendritique, nous 

montrons ici que Syt7 se retrouve en revanche dans l’arborisation axonale et de nombreuses 
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varicosités DA, suggérant un rôle à ce niveau. Récemment, une synergie a été démontrée entre 

Syt1 et Syt7 dans des cellules chromaffines, Syt7 favorisant l’amorçage des vésicules à la 

membrane, tout en ralentissant la fusion en entrant en compétition avec Syt1 (Tawfik et al., 2021). 

Ces deux isoformes ont par ailleurs démontré leur rôle respectif dans la libération synchrone et 

asynchrone de neurotransmetteurs (Bacaj et al., 2013). Étant chacune présente au niveau des 

varicosités dopaminergiques (Mendez et al., 2011), il est donc probable que leurs actions s’exercent 

également dans ce système. Le rôle de Syt7 dans le striatum pourrait ainsi être possiblement mieux 

caractérisé en changeant de paradigme de stimulation, avec l’utilisation de stimulations pairées au 

même endroit, ou de trains permettant de mieux rendre compte des mécanismes de libération 

asynchrone de DA.  

Ce rôle de Syt7 a été très récemment démontré par le groupe de Jackman au moyen des 

nouveaux senseurs dopaminergiques dLight (1.3b) pour mesurer la libération de DA (Kissiwaa et 

al., 2021). Le groupe a notamment découvert que Syt7 contrôle une composante cachée de 

facilitation de la relâche de DA, qui peut être mise en évidence en diminuant la probabilité de 

libération ou avec des stimulations à basse fréquence des terminaisons axonales. Ils ont par ailleurs 

constaté une dépression synaptique importante dans des neurones Syt7 KO, lors de stimulations 

qui imitent le patron de décharge in vivo des neurones de la SNc. Ces fonctions de Syt7 dans la 

facilitation synaptique se sont par ailleurs également retrouvées au niveau somatodendritique 

(mesure de la libération de DA par détection des D2-IPSCs). Ainsi, dans cette étude, à la suite d’un 

potentiel d’action, l’entrée de calcium qui en résulte conduit à une activation de Syt7 entraînant 

une facilitation à court terme de la libération de DA qui se trouve potentialisée pendant quelques 

centaines de millisecondes. 
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4.3. Rôle de la synaptotagmine 1 dans la libération phasique de 

dopamine 
 

Après avoir confirmé un rôle de Syt4 et Syt7 dans la libération somatodendritique de DA, la 

suite de mon projet de thèse s’est intéressée à Syt1, l’isoforme principale de la famille des 

synaptotagmines. Nous avons ainsi généré une souris KO conditionnelle de Syt1 dans le système 

dopaminergique (Syt1 cKODA), afin de caractériser le rôle de Syt1, à la fois au compartiment axonal 

(striatum) et somatodendritique (VTA et SNc), ainsi que les conséquences du blocage de la 

libération phasique de DA qui en résulte.  

4.3.1. Rôle de Syt1 dans la libération phasique axonale de dopamine  

Le premier objectif de l’étude était de mieux caractériser la machinerie moléculaire impliquée 

dans l’exocytose de la DA au niveau des terminaisons axonales. Comme nous l’avons vu en 

introduction, celle-ci est encore à l’heure actuelle très limitée et la plupart des acteurs 

présynaptiques sont supposés exister sur la base des connaissances que nous avons des autres 

systèmes de neurotransmission dans le SNC. Lors de l’initiation de ce projet en 2019 nous savions 

seulement à partir des travaux menés sur cultures primaires de neurones DA, que Syt1 était enrichie 

au niveau des terminaisons synaptiques, colocalisant avec les varicosités TH à hauteur de 70-90% 

(Ducrot et al., 2021) et que l’utilisation de SiRNA contre Syt1 in vitro a permis de démontrer son 

implication dans la libération terminale (Mendez et al., 2011). Il était alors apparu pertinent d’aller 

confirmer le rôle de Syt1 in vivo, mais également les conséquences de son KO conditionnel dans 

le système DA. Durant la réalisation de ce projet, le groupe de Kaeser a également généré la souris 

Syt1 cKODA de son côté et a démontré son rôle comme senseur calcique principal de la relâche 

rapide de DA au niveau des terminaisons (Banerjee et al., 2020). Cependant, notre projet, mené en 

parallèle a grandement étendu leurs conclusions, dont nous discuterons en détail dans les 

prochaines sections. 

Dans notre étude, l’utilisation de la technique de voltammétrie cyclique sur tranche de souris 

Syt1 cKODA, a permis tout d’abord de confirmer le rôle majeur de Syt1 dans la libération phasique 

de DA dans le striatum. Celle-ci s’est retrouvée grandement impactée aussi bien au niveau du 

striatum dorsal (≈95%) que ventral (≈88%). La libération subsistante nous a permis de démontrer 
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l’existence d’un autre mécanisme pouvant contrôler la libération de DA dans les terminaisons 

axonales. En comparaison, le groupe de Kaeser a rapporté avoir échoué à détecter la libération de 

DA évoquée par stimulation optique ou électrique sur des tranches de souris Syt1 cKODA au moyen 

de la technique d’ampérométrie (Banerjee et al., 2020). Seule de fortes dépolarisations induites au 

KCl ou l’utilisation de trains de stimulation en condition de blocage du DAT (par la nomifensine) 

leur ont permis de détecter de la DA et de conclure que sa libération asynchrone était non altérée 

par la délétion de Syt1. Dans chacune des régions enregistrées de notre étude, nous avons pu 

constater l’existence d’une libération phasique résiduelle (abolie par traitement avec l’agoniste des 

autorécepteurs D2 quinpirole) et détectable aussi bien en trains de stimulation qu’en stimulation 

unitaire. Quoique spéculatif, il est possible que la plus grande résolution temporelle de la technique 

d’ampérométrie (de l’ordre de la ms) en comparaison avec la voltammétrie (100 ms) puisse 

masquer une forme de libération asynchrone subsistante, par nature plus lente. Compte tenu des 

arguments présentés précédemment, Syt7 apparait comme le candidat le plus plausible à la 

régulation de cette forme de libération, en adéquation avec nos résultats de RT-qPCR montrant une 

augmentation de l’expression de cette isoforme dans le mésencéphale ventral des souris Syt1 

cKODA. Il serait pertinent d’évaluer son rôle dans la relâche phasique asynchrone de DA, dans un 

modèle où Syt1 aurait été préalablement supprimée, comme cela a été réalisé précédemment par le 

groupe de Südhof dans les neurones de l’hippocampe (Bacaj et al., 2013).  

4.3.2. Rôle de Syt1 dans la libération phasique somatodendritique de 

dopamine  

Le second objectif de notre projet était de mieux caractériser la libération somatodendritique 

de DA en continuation de nos travaux sur Syt4 et Syt7. Sur la base d’études précédentes nous 

savions qu’une machinerie moléculaire était au moins en partie commune à la libération terminale, 

avec la participation notamment de SNAP-25 et de la synaptobrévine-2 (Bergquist et al., 2002; 

Fortin et al., 2006; Ovsepian and Dolly, 2011; Hikima et al., 2021). D’un autre côté, Syt1 n’a pas 

montré de localisation au soma et dendrites des neurones DA et ne semblait pas non plus impliquée 

dans la relâche STD de DA in vitro (Mendez et al., 2011). Cependant, un article alors récent du 

groupe de Kaeser a démontré l’implication de la protéine de zone active RIM dans la libération 

STD phasique (mais pas spontanée) de DA. Ces auteurs ont en effet constaté que la libération STD 

de DA mesurée par les courants D2-IPSCs sur des tranches de souris KO pour la protéine RIM 

était abolie (B. G. Robinson et al., 2019). Dans leurs réponses aux évaluateurs, ils ont précisé avoir 



201 

 

échoué à démontrer la localisation somatodendritique de la protéine RIM, compte tenu de la densité 

élevée des contacts synaptiques en provenance de divers neurones dans la région du mésencéphale 

ventral, un défi qui se pose évidemment aussi dans le cas de Syt1. Néanmoins, Syt1 étant comme 

RIM une protéine de zone active exprimée par les neurones DA, nous nous sommes ainsi 

questionnés sur son rôle dans la libération STD. 

Une première possibilité est que la libération de DA dans le mésencéphale ventral puisse se 

produire à différents endroits : au niveau des somas et des dendrites des neurones DA, mais 

possiblement aussi au niveau de terminaisons axonales. Un faisceau d’indices apportés par notre 

première étude orientait en effet vers une hypothétique contribution axonale : (1) la double délétion 

de Syt4 et Syt7 dans notre première étude a causé la diminution de seulement 50% de la libération 

STD, ce qui a indiqué l’implication d’un ou plusieurs autres mécanismes de libération. (2) Notre 

étude a par ailleurs démontré une sensibilité au calcium identique entre libérations STD et axonale. 

(3) Le double KO de Syt4 et Syt7 a souligné la contribution prépondérante de Syt7 dans ce 

processus, or cette isoforme est présente à la fois au compartiment STD, mais également axonal 

dans les neurones DA. L’expression de Syt7 est d’ailleurs régulée à la hausse dans le mésencéphale 

ventral des souris Syt1 cKODA. Ces observations supportaient ainsi un peu plus l’hypothèse d’une 

composante axonale dans la libération STD qui avait été auparavant spéculé par le groupe de Rice 

(Rice and Patel, 2015). Une seconde hypothèse était que Syt1 pouvait être fonctionnellement actif 

à contrôler la libération STD de DA in vivo, malgré une localisation subcellulaire incertaine et la 

faible densité de vésicules synaptiques au soma et dendrites des neurones DA. 

En réalisant des enregistrements en voltammétrie dans des tranches de mésencéphales de souris 

Syt1 CKODA, nous avons ainsi démontré le rôle de Syt1 dans la libération phasique de DA au 

compartiment STD, celle-ci se trouvant diminuée aussi bien au niveau de la VTA (≈68%) que de 

la SNc (≈65%). Afin de déterminer si le rôle de Syt1 comme senseur calcique de la libération STD 

de DA était fonctionnel ou témoignait d’une origine axonale de la DA, nous avons développé une 

nouvelle approche reposant sur la stimulation optogénétique du compartiment STD des neurones 

DA, en combinaison avec l’utilisation de TTX pour bloquer toute propagation des potentiels 

d’action et libération axonale. Nous avons constaté que la libération STD de DA était toujours 

détectable dans de telles conditions et que celle-ci n'était pas réduite par la délétion du gène syt1. 

Ces résultats soutiennent l’hypothèse que la libération phasique de DA détectée dans la VTA (et 
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potentiellement dans la SNc), implique un mélange de libération axonale et somatodendritique et 

que le KO conditionnel de Syt1 n’a un impact que sur la première de ces deux formes de libération. 

Ce résultat invite ainsi à reconsidérer la présence de collatérales en provenance d’axones des 

neurones dopaminergiques dans le mésencéphale ventral, afin de compléter les quelques études 

réalisées en microscopie électronique par le passé (Deutch et al., 1988; Bayer and Pickel, 1990). 

Un résultat quelque peu surprenant a cependant émergé de l’analyse du KO aigu de Syt1. 

L’utilisation d’un virus AAV-TH-Cre sur des souris Syt1 floxées adultes a montré une abolition 

complète de la libération STD de DA évoquée électriquement dans la VTA. Trois hypothèses 

peuvent être envisagées pour expliquer ce résultat. La première serait due à une limitation 

technique de l’approche employée dans l’étude. En effet, la spécificité du virus TH-cre s’est révélée 

sous-optimale, avec une grande proportion de neurones TH-négatifs retrouvés infectés au niveau 

des sites d’injection. La non-spécificité des injections, bien que non quantifiée, était clairement 

visible sur les immunomarquages. Syt1 étant le principal senseur calcique impliqué dans la relâche 

rapide des neurotransmetteurs dans le cerveau, sa délétion pourrait ainsi venir impacter les 

systèmes de neurotransmissions (glutamatergiques, GABAergiques, sérotoninergiques…) pouvant 

réguler la libération somatodendritique de DA, comme on l’a vu précédemment. Une deuxième 

hypothèse serait liée à un effet létal des infections virales et de la délétion aiguë subséquente de 

Syt1 au niveau des neurones DA chez la souris adulte. Cette hypothèse apparait cependant peu 

probable, car le comptage stéréologique des neurones DA chez les souris Syt1 cKODA n’a pas 

montré d’effet de la délétion de Syt1 sur la survie des neurones dopaminergiques. Cela dit, dans ce 

modèle des mécanismes de compensations pourraient survenir rapidement durant le 

développement et pour cette raison il apparaitrait alors pertinent d’effectuer un comptage cellulaire 

des souris injectées avec le virus AAV-TH-Cre, d’une part pour évaluer la survie, et d’autre part 

pour évaluer la proportion de neurones infectés dopaminergiques et non dopaminergiques. Enfin, 

ce résultat pourrait en fait suggérer une contribution prépondérante de la libération phasique 

axonale en comparaison de la libération somatodendritique. Cette dernière pourrait, dans un 

contexte où le KO de Syt1 survient durant le développement, s’activer pour compenser la perte de 

la libération terminale et aider à maintenir des niveaux ambiants de DA dans le mésencéphale 

ventral. Les mesures de libération restantes dans nos études semblent par ailleurs indiquer que 

même dans un contexte de KO survenant durant le neurodéveloppement, la libération axonale 

jouerait un rôle important. Ainsi, les résultats chez le double KO Syt4/7 pourraient indiquer que 
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celles-ci contribueraient pour la moitié de la relâche de DA dans le compartiment STD et au deux-

tiers dans le cas de notre étude sur le Syt1 cKODA.  

Il faut également noter qu’une abolition complète de la libération somatodendritique a 

également été observée par le groupe de Kaeser chez les souris RIM cKODA. Cela dit, chez ces 

souris la méthodologie employée pourrait être en cause, les mesures de la libération phasique de 

DA se faisant indirectement par l’étude des courants D2-IPSCs. Il est envisageable que l’activation 

de ces récepteurs se fasse sur des sites proches d’une source de DA et ainsi ne dépendrait pas d’une 

diffusion extensive de la DA (Hikima et al., 2021). La mesure des courants D2-IPSCs pourrait ainsi 

théoriquement rendre mieux compte d’un mode de communication synaptique, auquel la libération 

phasique axonale viendrait jouer un rôle prépondérant, ce qui expliquerait l’abolition des réponses 

observées chez les RIM KO. L’utilisation de la voltammétrie en revanche permet de mesurer la 

DA qui diffuse à une certaine distance de son point de libération, permettant ainsi de mieux 

appréhender le concept de transmission volumique. Par ailleurs, c’est particulièrement le cas dans 

nos études où la libération phasique de DA est mesurée en condition de blocage de la recapture 

(nomifensine) et des autorécepteurs D2 (sulpiride). Réaliser des enregistrements de libération 

somatodendritique chez les souris RIM cKODA par voltammétrie cyclique et les paradigmes utilisés 

dans nos études pourrait s’avérer ainsi pertinent. 

Il serait également pertinent d’établir une meilleure distinction entre VTA et SNc. Dans nos 

études, les enregistrements se sont faits essentiellement au niveau de la VTA, où les niveaux de 

DA sont plus importants. Cela dit, nos résultats de voltammétrie chez les souris Syt1 cKODA ont 

montré une baisse de 65% de la libération de DA évoquée électriquement au niveau de la SNc, 

démontrant la participation de Syt1 à ce processus et laissant aussi envisager l’existence d’une 

composante de libération axonale. Ce résultat apparaîtrait un peu surprenant compte tenu du fait 

que, contrairement à la VTA, la présence de sites de libération axonale n’a pas été constatée 

anatomiquement au niveau de cette structure (Juraska et al., 1977; Wassef et al., 1981; Matsuda 

et al., 2009), sauf dans quelques neurones de la SNc (<10%) marqués individuellement dans l’étude 

de Prensa et Parent (2001). Notre KO de Syt1 étant conditionnel, il apparaît peu probable que la 

baisse de libération STD constatée soit attribuable à l’innervation sérotoninergique importante de 

la SNc et pouvant contaminer les voltammogrammes. Il est néanmoins possible qu’il y ait dans la 

SNc l’existence de terminaisons axonales en provenance de la VTA, comme on peut l’observer 
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dans certains modèles de néoinnervation après lésion partielle à la 6-OHDA (Fernandes Xavier et 

al., 1994). L’utilisation de l’optogénétique et une meilleure caractérisation neuroanatomique des 

Syt1 cKODA permettraient de répondre à ces questions. 

4.3.3. Rôle de la libération phasique de dopamine dans la régulation des 

comportements locomoteurs  

Nous nous sommes également intéressés aux conséquences de la délétion de Syt1 et de la 

déficience de la libération phasique de DA chez les souris Syt1 cKODA. Malgré cette dernière, les 

souris étaient capables de produire une progéniture viable et fertile, avec un poids corporel normal 

et aucune anomalie physique ou comportementale notable, un constat qui s’est par la suite étendu 

au comportement locomoteur de base, évalué par différents tests. Ainsi, une autre contribution 

importante de notre étude a été de démontrer la résilience importante des fonctions motrices 

dépendantes de la DA dans un contexte de quasi-abolition de la libération phasique de DA. Un 

résultat qui est apparu quelque peu surprenant compte tenu du rôle de la libération axonale et 

somatodendritique dans le contrôle de ces fonctions (Bergquist et al., 2003; Joshua et al., 2009), 

bien qu’il convient de noter que certains comportement locomoteurs puissent aussi être 

indépendants de la DA (Kalivas et al., 1983; Cornish et al., 2001). Dans le contexte pathologique 

de la maladie de Parkinson, c’est la perte massive de l’innervation des neurones DA de la SNc et 

la déplétion des niveaux de DA dans le striatum qui est responsable des symptômes moteurs de la 

maladie (Halliday et al., 1990).  

Les performances motrices non altérées, voir augmentées (rotarod) des souris Syt1 cKODA nous 

ont poussé à émettre l’hypothèse que la libération phasique de DA dans le striatum et le 

compartiment somatodendritique n’est pas nécessaire pour le contrôle locomoteur, ou bien alors 

un rôle dispensable dès lors qu’un certain tonus basal des niveaux extracellulaires de DA subsiste 

dans ces régions pour y activer ses récepteurs. Nous avons ainsi quantifié les niveaux de DA et de 

ses métabolites par microdialyse intracérébrale couplée à l’HPLC et constaté que ni les niveaux 

tissulaires, ni ceux extracellulaires de DA n’étaient altérés chez les KO et donc, que ces souris 

étaient capables de conserver une forme de libération spontanée et/ou phasique subsistante et 

suffisante. Ce résultat est en adéquation avec ceux publiés par le groupe de Kaeser qui a procédé à 

la même approche de microdialyse (Banerjee et al., 2020).  
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Ces données remettent ainsi en cause les croyances actuelles sur les rôles de la libération 

phasique de DA dans la médiation du mouvement et suggèrent que seul un niveau modeste de DA 

extracellulaire est suffisant. Deux autres modèles génétiques pourraient également venir appuyer 

cette hypothèse : 

Premièrement, un modèle de souris transgénique fut développé par Golden et ses collaborateurs 

de façon à faire exprimer sélectivement la toxine diphtérique dans les neurones dopaminergiques, 

afin de les détruire au cours du neurodéveloppement (Golden et al., 2013). L’objectif de l’étude 

était ainsi de déterminer la nécessité de ces neurones pour le maintien d’un comportement moteur 

normal chez les souris adultes et âgées. L’efficacité de la stratégie était telle que 90% des neurones 

DA de la SNc et plus de 95% des niveaux de DA dans le striatum étaient ainsi perdus, mais 

surprenamment ce déficit majeur n’était pas accompagné de défaut moteur. Les auteurs de l’étude 

ont ainsi postulé qu’en réalité moins de 5% de la DA libérée dans le striatum était nécessaire au 

maintien des fonctions motrices chez ces souris. Un deuxième modèle de souris transgénique s’est 

quant à lui intéressé aux conséquences fonctionnelles de l’altération de la libération phasique de 

DA chez des souris KO pour les récepteurs NMDA (Zweifel et al., 2009). Le déclenchement en 

rafales (burst) par les neurones DA est en effet contrôlé, en partie, par des courants postsynaptiques 

excitateurs (EPSCs) lents et de grandes amplitudes provenant des récepteurs NMDA qui permettent 

la sommation temporelle des connexions synaptiques sur les neurones DA. En générant un KO 

conditionnel pour ces récepteurs dans le système DA, les auteurs de l’étude ont ainsi montré par 

voltammétrie cyclique que la libération phasique de DA était altérée dans le striatum. Néanmoins, 

malgré ce défaut, beaucoup de comportements dopamino-dépendant n’étaient pas impactés, 

incluant une fois encore la locomotion.  

Au total, ces études rejoignent ainsi nos observations de voltammétrie montrant environ 95% 

de perte de la libération phasique de DA, mais sans altérations des comportements moteurs. Elles 

posent la question de la fonction réelle de la neurotransmission rapide et synchrone contrôlée par 

Syt1. Dans un contexte pathologique, ces résultats pourraient apporter un éclairage dans le cas de 

la maladie de Parkinson. On peut émettre l’hypothèse qu'au fur et à mesure que la perte des 

terminaisons DA progresse, tant qu'un tonus suffisant de DA extracellulaire basal est maintenu, de 

nombreuses fonctions motrices de base seront préservées, et ce, même si la libération phasique de 

DA est fortement altérée. Cela peut également aider à expliquer pourquoi les stratégies telles que 
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le traitement à la L-DOPA ou l'implantation de cellules sécrétrices de DA, visant à augmenter le 

tonus basal de la DA sans restaurer la connectivité normale de ces neurones, peuvent aider à réduire 

les symptômes moteurs dans les modèles animaux de la maladie de Parkinson (Parmar et al., 

2019). Ces résultats amènent naturellement à questionner les rôles que pourrait avoir la libération 

phasique de DA dans la régulation de comportements non moteurs, tels que l’apprentissage, la 

motivation, la mémoire, ou dans le système de la récompense. Nous en discuterons plus en détail 

dans le chapitre 5 concernant les perspectives à donner à ce projet. 

4.3.4. Adaptations neurodéveloppementales chez les souris Syt1 cKODA  

Une autre hypothèse pouvant expliquer la résilience remarquable des souris Syt1 cKODA vis-

à-vis des comportements locomoteurs est la possibilité que durant le développement de ces souris, 

des adaptations importantes au niveau pré et/ou postsynaptiques ont eu lieu pour compenser la 

baisse de libération phasique et ainsi conserver des fonctions normales. Nous avons ainsi mené une 

caractérisation neuroanatomique, comportementale et biomoléculaire de ces souris, avec une 

emphase sur les marqueurs dopaminergiques TH, VMAT2, DAT et les récepteurs dopaminergiques 

D1 et D2. 

4.3.4.1. Effet du KO de Syt1 sur le développement et la survie des neurones DA 

Une question évidente qui a émergé du constat de la diminution dramatique de la libération 

phasique de DA chez la souris Syt1 cKODA était de savoir si celle-ci trouve son origine dans la 

perte de fonction de Syt1, à savoir la fusion des vésicules synaptiques à la membrane et l’exocytose, 

ou bien si la délétion de Syt1 pouvait avoir un effet délétère au développement et à la survie des 

neurones dopaminergiques. Le groupe de Kaeser avait déjà exploré la question en réalisant des 

études en microscopie à super-résolution dans le striatum de souris Syt1 KO et n’avait pas constaté 

de différences majeures dans la longueur et la densité des processus TH-positifs ou dans la 

proportion des sites de libération, suggérant un développement axonal normal (Banerjee et al., 

2020). Nous avons étendu ces observations en réalisant une étude neuroanatomique sur tranche de 

striatum et également dans des cultures primaires de neurones dopaminergiques. Nos résultats 

montrent sans équivoque que la délétion de Syt1 et les fortes déficiences de libération de DA sont 

sans effet sur la survie des neurones DA, aussi bien in vitro (comptages des neurones à 14 jours in 

vitro) que in vivo (comptage stéréologique). Le développement et la connectivité de base des 
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neurones en culture (longueurs des prolongement axonaux et dendritiques) sont apparus également 

normaux dans nos cultures primaires à P14. En revanche, dans notre étude en microscopie 

confocale sur tranche de striatum, nous avons constaté chez les souris cKO une augmentation 

significative de la surface et de l’intensité des immunomarquages TH et VMAT2, suggérant des 

adaptations. En particulier, la plus grande surface couverte par ces signaux, aussi bien dans le 

striatum dorsal que ventral, est une indication d’une plus grande arborisation axonale. Ce résultat 

divergerait ainsi avec l’étude de Kaeser en super-résolution. Cette différence pourrait possiblement 

s’expliquer par un échantillonnage insuffisant à révéler les augmentations globales que nous avons 

observées. Dans notre étude nous avons procédé à des acquisitions et mesures dans de multiples 

sites du striatum antérieur à postérieur, s’étalant de bregma +0.98 mm à -1.06 mm. Il faut noter que 

l’augmentation de la surface du signal TH et VMAT2 était observable dans chaque région, à 

l’exception de bregma +0.5 mm pour TH et de bregma +0.5 à -0.46 mm pour VMAT2. Le groupe 

de Kaeser en revanche a simplement précisé avoir fait leurs acquisitions dans le striatum dorso-

latéral, sans plus de précision. Une plus grande arborisation axonale in vivo serait également 

compatible avec le fait que la libération de DA, à travers l’activation des autorécepteurs D2, est 

connue pour être un régulateur clé de la croissance axonale des neurones dopaminergiques (Parish 

et al., 2002; Tripanichkul et al., 2003; Fasano et al., 2008, 2010). Notre groupe a ainsi récemment 

montré que le KO conditionnel des récepteurs présynaptiques D2 conduisait à une plus grande 

arborisation axonale des neurones dopaminergiques in vivo (Giguère et al., 2019). Ainsi, dans le 

contexte d’une diminution importante de la libération de DA chez les souris Syt1 cKODA, on 

pourrait s’attendre à ce que les récepteurs D2 soient chroniquement sous-stimulés, levant ainsi un 

frein à la croissance axonale et donc à une densité de terminaisons TH augmentée dans les striatum. 

Cette propriété d’autorégulation de la croissance axonale des neurones DA n’expliquerait pas en 

revanche l’absence d’effet de Syt1 sur le développement en culture. Il est également possible que 

ces propriétés dépendent également de l’intégration des neurones DA à la circuiterie des ganglions 

de la base. Ainsi, il apparait nécessaire de démontrer plus directement l’expansion de l’arborisation 

axonale des souris Syt1 KO, en procédant par exemple à un marquage unitaire de neurones DA de 

la SNc et VTA suivi d’une reconstruction de leurs arborisations (Matsuda et al., 2009). 
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4.3.4.2. Effet du KO de Syt1 sur la synthèse et le stockage de la DA 

Notre étude pose également la question de l’impact d’une libération de DA altérée sur le 

métabolisme de la DA. Comme vu précédemment, une augmentation de la surface et de l’intensité 

des signaux TH et VMAT2 dans le striatum pourrait être indicatif d’adaptations du système 

dopaminergique de façon à augmenter la synthèse et le stockage de la DA, afin de favoriser une 

relâche par les mécanismes subsistants (libération tonique et phasique non dépendante de Syt1). 

D’un point de vue mécanistique, cette adaptation pourrait une fois encore passer par l’autorécepteur 

D2, dont l’activation est connue pour influer le métabolisme de la DA (Ford, 2014). En effet, 

l’activation des récepteurs D2 présynaptiques conduit à une inhibition de l’adénylate cyclase et 

ainsi à une diminution de la phosphorylation de TH par la PKA réduisant son activité et à terme 

son expression (O’Hara et al., 1996; Lindgren et al., 2001; Anzalone et al., 2012). La diminution 

de synthèse de DA qui en résulte conduit à une réduction du remplissage vésiculaire (Pothos et al., 

1998) et altère également l’expression et la distribution du transporteur vésiculaire VMAT2 

(Truong et al., 2004). Ainsi, si l’on se place encore dans le contexte d’une hypothétique sous 

stimulation chronique des autorécepteurs D2, nous pouvons nous attendre à une augmentation de 

la synthèse et du stockage de la DA chez les Syt1 KO. Cette hypothèse serait confortée par notre 

caractérisation en IHC avec les marqueurs TH et VMAT2, mais également, dans une certaine 

mesure, par nos résultats en qRT-PCR et immunobuvardage. En revanche, elle ne l’est pas dans 

nos quantifications des niveaux tissulaires de DA par HPLC, qui n’ont pas montré de différence, 

ainsi que par le ratio DOPAC/DA inchangé chez les KO, suggérant un turnover de la DA 

comparable aux souris témoins. Il est donc possible que malgré une augmentation de l’expression 

de TH et de VMAT2 chez les KO, un seuil dans la quantité maximale de DA (vésiculaire, 

cytoplasmique et extracellulaire) ne puisse pas être dépassé. Nos résultats d’autoradiographie des 

récepteurs D2 indiquent également que la sous-stimulation chronique de ces récepteurs pourrait 

être compensée par une augmentation de leur densité dans certaines régions du striatum, en 

particulier dans la région ventro-latérale. 

4.3.4.3. Effet du KO de Syt1 sur la recapture de la dopamine 

L’impact du KO de Syt1 pourrait également venir influer sur les capacités de recapture de la 

DA. Les expériences menées en chambre d’actimétrie (open field) ont révélé des différences 

émergentes avec l’utilisation de drogues agissant sur le DAT. La cocaïne et l’amphétamine sont 
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toutes deux connues pour augmenter sensiblement la locomotion des souris aux doses sélectionnées 

dans l’étude (Itzhak and Martin, 1999; Steinkellner et al., 2014). De façon intéressante, les souris 

Syt1 cKO sous traitement à la cocaïne ont augmenté leur locomotion de façon comparable aux 

souris témoins, mais celles ayant reçu une injection d’amphétamine ont vu leur locomotion 

augmentée de manière significative. Ce résultat suggère que (1) le stock de DA mobilisable n’est 

pas altéré chez les souris KO, comme démontré dans nos quantifications des niveaux tissulaires de 

DA, (2) que des adaptations pré et/ou postsynaptiques surviennent après délétion de Syt1. 

Il est vraisemblable que les différences de réponses observées entre les traitements à la cocaïne 

et l’amphétamine trouvent leur origine dans leurs mécanismes d’action. La cocaïne est connue pour 

augmenter la locomotion des animaux par une élévation des niveaux extracellulaires de DA 

trouvant son origine dans le blocage du transporteur de la DA. Cette élévation est donc toujours 

dépendante de l’activité électrique des neurones et de l’exocytose de la DA. Ainsi, dans le contexte 

de la quasi-abolition de la libération phasique de DA chez les Syt1 cKO, il est vraisemblable que 

l’élévation des niveaux extracellulaires de DA soit due à une combinaison de libération phasique 

subsistante (observée dans nos données de voltammétrie) et de libération tonique spontanée, dont 

les mécanismes ne sont pas encore connus, mais ne dépendraient pas de Syt1. L’absence de 

différence d’effet en comparaison avec les souris témoins indique que ces formes de libération 

subsistantes sont soit suffisantes à réguler les fonctions locomotrices chez la souris et/ou que le 

système régulateur de la locomotion s’est adapté chez les Syt1 cKO de façon à répondre à de moins 

grandes quantités de DA libérées. Cette dernière hypothèse est probable si l’on tient compte des 

résultats avec l’amphétamine, qui augmente également la locomotion par une élévation des niveaux 

extracellulaires de DA, mais d’une façon plus complexe et qui n’est pas dépendante de l’activité 

électrique des neurones DA. Son action passe notamment par le transporteur vésiculaire de la DA 

(VMAT2), conduisant à une déplétion des stocks de DA et une inversion du DAT (Sulzer et al., 

2005). Ainsi, l’augmentation plus importante de la locomotion des souris Syt1 KO en comparaison 

des souris témoins pourrait indiquer une plus grande action au niveau du VMAT2, celui-ci trouvant 

d’ailleurs son expression augmentée chez les souris KO, ainsi que des adaptations au niveau 

postsynaptique (voir section suivante). 

Un effet important du blocage du DAT chez les souris KO a également été constaté en 

voltammétrie, avec un effet relatif de la nomifensine sur la libération évoquée de DA 
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significativement plus élevé que chez les témoins, démontrant une activité du DAT préservée. 

L’augmentation est tout de même surprenante compte tenu du fait que l’exocytose était provoquée 

par des stimulations électriques en train, qui en soient ne sont pas efficace à provoquer plus de 

libération de DA dans un contexte où Syt1 est supprimé. Bien que spéculatif, cet effet pourrait 

possiblement être dû à l’activité électrogénique du DAT qui permet de moduler le potentiel des 

membranes plasmiques axonales (Carvelli et al., 2004). Il pourrait également venir d’adaptations 

visant à promouvoir les mécanismes de libération de la DA indépendants de Syt1. De précédents 

travaux ont par exemple montré que le blocage du DAT, avec des drogues telles que la cocaïne ou 

la nomifensine, pouvait augmenter la libération exocytotique de DA par un mécanisme qui n’est 

pas encore clairement défini, mais pouvant impliquer la synapsine et le pool de vésicules de réserve 

qui lui est associé (Carboni et al., 1989; Venton et al., 2006; Aragona et al., 2008). 

Ces effets importants des drogues bloquant le DAT chez les Syt1 cKODA, observés en 

comportement et en voltammétrie, sont néanmoins étonnants si on considère notre caractérisation 

en IHC montrant à la fois une diminution de la surface et de l’intensité du signal DAT dans les 

tranches de striatum. Ce résultat pourrait indiquer une capacité de recapture diminuée chez les 

souris KO. Une pareille adaptation serait logique, car elle contribuerait à maintenir plus longtemps 

la DA dans l’espace extracellulaire, permettant possiblement d’atteindre des niveaux suffisants à 

l’activation des récepteurs dopaminergiques. Cependant, la diminution de l’immunoréactivité du 

DAT n’est pas corroborée par notre analyse d’expression en RT-qPCR ou la quantification des 

niveaux de protéines par immunobuvardage. Ces différences pourraient venir de limitations 

techniques. Par exemple différents pools de DAT (cytoplasmique et/ou membranaire) pourraient 

être détectés différemment selon que le tissu ait été fixé versus frais. La technique de voltammétrie 

peut être utilisée afin d’évaluer les capacités de recapture du DAT, via les paramètres cinétiques 

de la phase descendante des pics de DA libérée. Malheureusement nos données de voltammétrie 

non pas pu être exploitées à cette fin, car les très petites réponses restantes chez les souris KO, bien 

que détectables, ont empêché une analyse fiable des cinétiques de recapture. La quantification de 

la fonction DAT dans des préparations de synaptosomes striataux pourraient aider à résoudre ce 

problème et conclure quant à la fonction du DAT chez les souris Syt1 cKODA. Il pourrait aussi être 

envisageable d’évaluer par immunobuvardage la quantité de DAT présent uniquement à la 

membrane plasmique, par l’utilisation d’un protocole de biotinylation du DAT en surface, sur des 

tranches de striatum (Rickhag et al., 2013). 
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4.3.4.4. Effet du KO de Syt1 sur la neurotransmission de la dopamine 

Finalement, nous nous sommes aussi questionnés sur l’impact que pouvait avoir la délétion de 

Syt1 sur les récepteurs de la DA. Comme vu précédemment, les résultats de locomotion après 

blocage du DAT pouvaient être interprétés dans un contexte où la signalisation des récepteurs 

dopaminergiques était modifiée chez les souris KO, afin de garantir un contrôle normal de l’activité 

des ganglions de la base par le système dopaminergique, et ce, même si la libération phasique de 

DA se trouve dramatiquement altérée. Ce résultat nous a ainsi poussés à étudier de possibles 

adaptations au niveau des récepteurs dopaminergiques.  

Nos résultats comportementaux et nos résultats d'autoradiographie ont ainsi démontré que les 

récepteurs D2 sont les plus affectés, avec une réponse accrue à l'agoniste D2 quinpirole et une 

réponse réduite à l'antagoniste D2 raclopride, ainsi qu'une liaison accrue au récepteur D2 dans le 

striatum ventro-latéral. Nos résultats de voltammétrie avec l’antagoniste sulpiride vont également 

dans le sens d’une augmentation de l’activité des récepteurs D2, particulièrement dans le striatum 

ventral. Le système de neurotransmission impliquant le récepteur D1 est apparu en revanche 

inchangé chez les animaux KO, car aucune différence n'est apparue pour la locomotion induite par 

l'agoniste D1 SCH23390, ni pour la liaison d’un radioligand sur le D1.  

De façon intéressante, dans le modèle de souris présentant une perte massive des neurones 

dopaminergiques à la suite de l’expression durant le neurodéveloppement de la toxine diphtérique, 

les auteurs ont observé une réponse exagérée à la L-DOPA (précurseur de la synthèse de DA) et à 

l’halopéridol (antagonistes des récepteurs D2) chez les souris mutantes adultes. Ils ont ainsi émis 

l’hypothèse que la préservation des fonctions locomotrices de ces souris pouvait impliquer une 

sensibilisation des récepteurs dopaminergiques dans le striatum. Nos résultats présentant des 

fonctions motrices normales, une réponse exagérée à l’amphétamine et des adaptations au niveau 

des récepteurs D2 conforterait ainsi cette hypothèse.  

Il convient néanmoins de noter que la méthodologie employée dans notre étude ne permet pas 

de conclure si les changements observés au niveau des récepteurs D2 proviennent d’adaptations 

pré- ou postsynaptiques. Comme nous en avons discuté précédemment, nos données évaluant le 

développement des neurones DA orienteraient plus dans le sens d’une sous-stimulation chronique 

des récepteurs D2 présynaptiques (autorécepteurs). Les réponses comportementales et 

l’augmentation de la densité des récepteurs D2 que nous avons observées dans notre étude 
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proviendraient alors essentiellement des récepteurs postsynaptiques présents notamment sur les 

neurones MSNs du striatum (voie de signalisation dopaminergique dite indirecte). Cette distinction 

pourrait néanmoins être étudiée plus spécifiquement à l’avenir, par exemple, via l’utilisation de 

différentes doses d’agonistes et antagonistes des récepteurs D2. En effet, des études ont montré 

qu’on pouvait activer sélectivement les autorécepteurs D2 in vivo; un effet supposément dû à une 

affinité de ces récepteurs pour la DA plus élevée que le D2 postsynaptique, bien que ce postulat 

n’ait pas encore vraiment été quantifié (Ford, 2014). Néanmoins, l’effet de la composante 

présynaptique a pu être évalué précédemment, notamment en chambre d’actimétrie, par l’emploi 

de faibles doses d’agonistes D2, (Eilam and Szechtman, 1989; Gilbert et al., 2006). Un protocole 

similaire pourrait ainsi aider à déterminer si les adaptations au niveau du récepteur D2 surviennent 

dans l’une ou l’autre (ou les deux) composante. 
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Chapitre 5 – Perspectives 

 

Dans l’ensemble, les travaux menés au cours de mon doctorat ont permis d’améliorer nos 

connaissances des mécanismes de libération de la DA, aussi bien au compartiment axonal que 

somatodendritique. Comprendre ces mécanismes ouvre la porte à la possibilité de perturber, voir 

bloquer l’une ou l’autre de ces formes de libération en vue d’en étudier plus spécifiquement leurs 

fonctions ; ce que nous avons fait dans une certaine mesure dans le cas de la libération phasique de 

DA. Dans les prochaines sections, nous discuterons plus en détail des perspectives de recherches 

s’ouvrant sur ces découvertes, que ce soit en physiologie ou en pathologie. 

5.1. Étude fonctionnelle du rôle de la libération phasique de 

dopamine 

Dans notre étude, l’absence d’impact du KO de Syt1 sur les fonctions locomotrices pousse 

naturellement à questionner sur le rôle de la libération phasique de DA dans le comportement des 

animaux. Nos travaux sur Syt1 peuvent ainsi dessiner différentes hypothèses pouvant servir de base 

à de futurs travaux de recherche : 

(1) La très faible libération phasique de DA qui subsiste après la délétion de Syt1 pourrait être 

suffisante dans un système adapté à assurer des fonctions normales. Ainsi, identifier le 

senseur calcique impliqué dans cette libération subsistante permettrait possiblement de 

développer un modèle où la libération phasique est abolie en vue d’en étudier ses fonctions. 

(2) La libération phasique de DA pourrait ne pas être nécessaire à assurer le contrôle 

locomoteur, celui-ci serait assuré par des processus ne requérant pas une activation 

synchrone des neurones DA et la participation de Syt1. Il conviendrait alors d’orienter les 

travaux de recherche vers l’étude des mécanismes de la libération tonique de DA, afin de 

mieux comprendre sa fonction dans le contrôle du mouvement. 

(3) La libération phasique est nécessaire à d’autres fonctions dopamino-dépendantes telles que 

l’apprentissage, la mémoire, la motivation et les comportements conditionnés. Notre 

modèle Syt1 cKODA pourrait être ainsi utilisé pour tester ces fonctions. 
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Dans chacune de ces trois hypothèses, les adaptations importantes que nous avons observées 

durant le développement des souris Syt1 cKODA peuvent venir impacter les conclusions concernant 

la fonction de la libération phasique de DA dans le cerveau. Il apparait ainsi pertinent à l’avenir de 

mieux caractériser un modèle où la délétion de Syt1 surviendrait à l’âge adulte, ce que nous avons 

initié, dans une certaine mesure, avec l’utilisation d’AAV-TH-Cre. On pourrait ainsi recourir à des 

stratégies plus efficaces et spécifiques, par exemple l’utilisation de souris DAT-iCreER qui 

expriment une cre recombinase inductible au tamoxifène, sous le contrôle du promoteur du DAT. 

Une stratégie virale sous réserve de trouver un promoteur TH plus spécifique pourrait s’avérer 

également très intéressante, car elle permettrait de dissocier plus facilement le rôle de la libération 

phasique de DA dans certaines populations de neurones dopaminergiques. On pourrait par exemple 

considérer injecter le virus dans des souris Syt1-floxées adultes de manière restreinte à la VTA et 

d’évaluer dans un second temps les conséquences de la perte de libération phasique pour les 

comportements d’appétences ou motivationnels. L’injection du virus en ne ciblant que la SNc 

pourrait quant à elle permettre d’évaluer les conséquences de la perte de libération phasique de DA 

sur l’apprentissage et le contrôle des comportements moteurs de la souris à l’âge adulte. 

L’étude d’autres fonctions dépendantes de la DA semble une suite évidente à donner à notre 

projet. De façon intéressante, l’étude de la souris NMDA cKODA par Zweifel et coll. (2009), où la 

libération phasique de DA est partiellement altérée, oriente vers les potentiels comportements qui 

pourraient se retrouver impactés dans notre modèle Syt1 cKODA. Ceux-ci sont indiqués dans le 

tableau 5. Une interprétation globale de leurs résultats pourrait être que les décharges en rafales 

des neurones DA en réponse à des événements, apportent des signaux de saillance généralisée, qui 

focalisent l’attention des animaux et favorisent l’apprentissage des associations d’indices 

environnementaux (cues) avec ces mêmes événements. L’augmentation tonique de DA, telle qu’on 

peut la mesurer en microdialyse, est quant à elle indépendante du déclenchement en rafale et fournit 

un niveau basal de DA qui est en soi suffisant à engager la majorité des comportements.  

La motivation pourrait être également une composante intéressante à étudier. Des études 

précédentes ont démontré que les souris hyper et hypodopaminergiques peuvent apprendre diverses 

tâches, mais que leur motivation à s'engager dans les tâches est considérablement modifiée. Par 

exemple, les souris déficientes en DA semblent être démotivées et ne s'engageront pas dans la 

plupart des tâches (Palmiter, 2008), tandis que les souris hyperdopaminergiques effectuent 
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certaines tâches plus rapidement avec moins de difficultés, suggérant une motivation accrue 

(Cagniard et al., 2006). Ces données suggèrent donc que la DA aurait un rôle dans les processus 

de récompense, en jouant plutôt sur la motivation pour une chose appétente (le « wanting »), que 

sur l’apprentissage de cette chose (Berridge, 2007).  

Ainsi, étudier les processus de motivation, d’attention et d’apprentissage chez les souris Syt1 

cKODA dont la libération phasique de DA est déficiente apparait comme une suite intéressante à 

donner à ce projet. 
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Tableau 5. –  Résumé des comportements analysés chez la souris NMDA cKODA 

présentant une libération phasique de DA altérée. 

Consommation alimentaire (ad libidum) ↔ 

Latence pour s’alimenter (free access) ↔ 

Poids corporel  ↔ 

Rotarod ↔ 

Latence pour trouver la plateforme (morris water maze) ↔ 

Mémoire de travail ↔ 

Reconnaissance d’un nouvel objet ↔ 

Sociabilité ↔ 

Test de la nage forcée  ↔ 

Labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze) ↔ 

Prepulse inhibition (PPI) ↔ 

Activité locomotrice à la nouveauté ↔ 

Activité locomotrice avec drogues d’abus ↔ 

Sensibilisation à la cocaïne :  

     Acquisition ↔ 

     Retrait ↓ 

Préférence de place conditionnée (cocaïne) :  

     Extinction ↔ 

     Rétablissement ↓ 

Préférence de place conditionnée (nourriture) ↓ 

Labyrinthe aquatique (cued water maze) :  

     Acquisition ↓ 

     Rappel ↔ 

Labyrinthe en T (T-maze) ↓ 

Réflexe acoustique potentialisé par la peur (fear-potentiated acoustic startle, FPS) ↓ 

Conditionnement opérant ↓ 

Augmentation (↑, P < 0.05), diminution (↓, P < 0.05), ou pas de changement par rapport aux 

contrôles (↔). Adapté de Zweifel et al., 2009, et voir aussi Engblom et al., 2008 et Zweifel et al., 

2008.  
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Concernant plus spécifiquement la fonction de la libération phasique dans le mésencéphale 

ventral, celle-ci apparait plus difficile à aborder, car nous avons démontré qu’elle était 

vraisemblablement constituée d’un mélange de libération phasique axonale et somatodendritique. 

Notre première étude a néanmoins confirmé un rôle de Syt4 et Syt7 dans ce processus. Nous 

n’avons pas fait de tests comportements chez les souris KO, mais celles-ci ont été par le passé 

rapporté comme étant viable et ne présentant pas de déficits comportementaux notables, à 

l’exception de Syt4, avec un défaut dans les processus de mémoire et dans la coordination sensori-

motrice (Ferguson et al., 2000). Cela dit, une limitation majeure de ces modèles est la délétion 

constitutive de ces isoformes, qui sont très largement exprimées dans le SNC. Ainsi, il apparait 

nécessaire à de futures études de générer des modèles de KO conditionnels et si possible 

inductibles, de ces isoformes, afin d’explorer plus en détail la fonction de la libération 

somatodendritique de DA. Ces études devront également se faire en tenant compte du fait de 

l’existence d’une libération axonale de DA, contribuant possiblement aux deux tiers à la libération 

phasique dans cette région du cerveau, et possiblement d’une libération tonique, dont les 

mécanismes ne sont pas encore connus, mais qui devrait également contribuer à l’activation des 

récepteurs DA du mésencéphale.  

5.2. Étude des mécanismes et rôles de la libération asynchrone 

et spontanée de dopamine 

L’orientation de futurs projets de recherche pourrait aussi se faire en explorant plus en détail 

les autres mécanismes de libération de la DA. Comme nous en avons discuté précédemment, il 

existe trois modes principaux de libération des neurotransmetteurs : la libération synchrone, qui se 

produit quelques millisecondes après qu'un potentiel d'action ait envahi une terminaison, la 

libération asynchrone, qui persiste pendant des dizaines de millisecondes à des dizaines de 

secondes après un potentiel d'action ou une série de potentiels d'action, et enfin la libération 

spontanée de neurotransmetteurs, qui se produit en l'absence de dépolarisation présynaptique. Nos 

études ont exploré le rôle des senseurs calciques Syt1, 4 et 7, principalement en lien avec la 

libération synchrone de DA. 

Ainsi, il apparait pertinent à l’avenir d’étudier les mécanismes des autres formes de libération 

de la DA. Notre étude sur Syt1 oriente notamment sur l’existence d’un autre mécanisme dépendant 

de l’activité électrique des neurones DA. Parmi les candidats possibles à la régulation de cette 
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forme de libération, on retrouve Syt7 comme discuté précédemment, mais également les senseurs 

calciques de la famille Doc2. Ces derniers ont démontré leur fonction dans la libération asynchrone 

de neurotransmetteurs (Groffen et al., 2010; Pang et al., 2011; Yao et al., 2011). Le rôle qu’ils 

pourraient jouer dans le système DA est cependant inconnu à ce jour, leurs expression et 

localisation subcellulaire n’ayant pas été étudiées. Il est intéressant de souligner que les résultats 

(non publié) de séquençage des ARNm des neurones DA (RNAseq) de notre laboratoire indiquent 

que les deux isoformes connues de la famille Doc2 se retrouvent au niveau des neurones DA de la 

SNc et de la VTA (figure 1). Par ailleurs Doc2b se trouve environ 6 fois plus exprimé dans les 

neurones DA de la VTA que de la SNc. Ce résultat est intéressant, car dans notre modèle Syt1 

cKODA nous avons constaté que la libération phasique subsistante dans le striatum ventral 

(terminaisons des neurones de la VTA) était environ deux fois plus importante que celle survenant 

dans le striatum dorsal (terminaisons des neurones de la SNc). Ce résultat pourrait indiquer que la 

libération phasique qui ne dépend pas de Syt1 serait contrôlée, au moins en partie, par l’activité du 

senseur calcique Doc2b. Le rôle de Syt7 et des protéines Doc2 pourrait être démontré dans le futur 

par des stratégies de knock-out ou de diminution de leurs expressions dans des souris Syt1 cKODA. 

Cette stratégie pourrait également s’envisager pour les autres senseurs calciques de la famille des 

Syts que l’on sait exprimés dans le système DA (Syt4, 5 et 11). 

L’étude des mécanismes de libération spontanée, indépendante du calcium et de l’activité 

électrique des neurones, était jusqu’à récemment rendue difficile, car la microdialyse qui était la 

technique de choix à son étude présente une résolution temporelle bien trop faible pour bien rendre 

compte de ce processus. Néanmoins, les nouvelles techniques de détection de la DA au moyen de 

senseurs encodés génétiquement comme dLight (Patriarchi et al., 2018) ou GRABDA (Sun et al., 

2018) présentent une résolution spatio-temporelle compatible à l’étude de la libération spontanée 

de DA (J. E. Robinson et al., 2019; Foo et al., 2021). Utiliser cette approche permettra à l’avenir 

de mieux caractériser ses mécanismes et fonctions. 
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Figure 1. –  Résultat de l’analyse de transcriptome présentant les principaux senseurs 

calciques exprimés dans des neurones purifiés du striatum, SNc et VTA, provenant 

de souris nouveau-nées (P0) C57BL/6-JTH-GFP+. 

 

BaseMean : moyenne des comptes d’expression génique (read) normalisée pour tous les 

échantillons (n = 3 souris). Les barres d’erreurs représentent la S.E.M. et l’analyse statistique a 

été conduite par ANOVA à deux voies suivies par des tests de Tukey (ns, non significative; * , p < 

0.05 ; **, p < 0.01 ; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001).  

 

Par ailleurs, il convient de noter que les découvertes à venir concernant les mécanismes de 

libération de la DA pourraient être également étendues aux autres systèmes neuromodulateurs 

comme le système sérotoninergique ou noradrénergique. Ces derniers présentent en effet des 

caractéristiques communes au système DA telles qu’une arborisation axonale majoritairement 

asynaptique (Descarries et al., 1975; Séguéla et al., 1990) ou bien une libération à leur 

compartiment somatodendritique (Pudovkina et al., 2001; Huang et al., 2007; Trueta and De-

Miguel, 2012). Cela pourrait également concerner certaines population de neurones peptidergiques, 

comme les neurones de l’hypothalamus libérant de l’ocytocine ou de la vasopressine, qui ont 

montré également une forme de libération dendritique (Ludwig, 2005; Bergquist et Ludwig, 2008). 
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5.3. Étude des mécanismes de trafic intracellulaire et de fusion des 

tubulovésicules contenant la dopamine 

 

Malgré les découvertes faites au cours de ma thèse concernant le rôle de Syt1, 4 et 7 dans la 

libération phasique de dopamine, il convient de noter que le mécanisme de libération 

somatodendritique de DA reste encore mystérieux; notamment les publications qui suggèrent que 

la DA est contenue dans les vésicules tubulaires sont assez anciennes. Comme mentionné dans 

l’introduction, il semble que la zone de stockage principale de la DA au niveau STD serait au 

niveau de saccules du réticulum endoplasmique lisse exprimant le VMAT2, aussi appelés 

« tubulovésicules », bien que de petites vésicules à fond clair ou de larges vésicules à cœur dense 

aient été également observé sporadiquement (Melissa J. Nirenberg et al., 1996). VMAT2 a aussi 

été observé sur les membranes limitantes de corps multivésiculaires qui pourraient être impliqués 

dans le recyclage de protéines membranaires. Toutefois à l’heure actuelle on ne sait toujours pas 

comment ces tubulovésicules pourraient hypothétiquement fusionner à la membrane en vue de 

libérer de la DA (et quel rôle pourrait jouer les Syts dans ce processus). L’utilisation de la réserpine 

pour inhiber le VMAT2 (Rice et al., 1994; Heeringa and Abercrombie, 1995; Beckstead et al., 

2004) constitue en effet une preuve de son rôle dans le stockage de la DA dans cette région, mais 

pas dans l’exocytose per se.  

Compte tenu du fait de l’existence d’une libération de nature exocytotique au niveau du soma 

et dendrites des neurones dopaminergiques et du rôle joué par les Syts 1, 4 et 7, un autre projet de 

recherche pourrait se focaliser spécifiquement sur les mécanismes de fusion des vésicules à la 

membrane plasmique du compartiment STD. À l’heure actuelle, une des meilleures approches pour 

étudier cette question reposerait sur des études de microscopie avec utilisation de synapto-

pHluorines. Il s’agit de senseurs encodés génétiquement reposant sur l’utilisation de variantes de 

la GFP rendues sensibles aux variations de pH (Miesenböck et al., 1998). Ces sondes sont conçues 

de telle sorte qu’au pH acide de l'intérieur des vésicules synaptiques (environ 5.5-5.6), la synapto-

pHluorine est non fluorescente (éteinte). Lorsque les vésicules fusionnent à la membrane, la 

synapto-pHluorine est alors exposée à l'espace extracellulaire neutre (7.4) et la terminaison 

présynaptique devient alors vivement fluorescente. À la suite de l'endocytose des vésicules, celles-

ci se réacidifient, la fluorescence s’éteint et le cycle peut recommencer. Coupler l’utilisation des 
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pHluorine avec des techniques de microscopie en directe (live-imaging) permet ainsi d’avoir une 

approche permettant d’explorer la localisation et le trafic subcellulaire de certaines protéines clées 

du cycle de vie d’une vésicule synaptique (Fox-Loe et al., 2017).  

Les pHluorines peuvent ainsi être couplées à la partie luminale de certaines protéines comme 

les v- SNAREs qui sont typiquement associées aux vésicules synaptiques (telles que certaines 

Syts). Cette approche a notamment été utilisée par le groupe de Edwin Chapman dans des neurones 

de l’hippocampe en couplant 13 des 17 membres de la famille des Syts à des pHluorins afin de 

déterminer si (1) elles se recyclent après dépolarisation des neurones (2) elles subissent une 

exo/endocytose dans les axones, les dendrites ou les deux et (3) leurs caractéristiques de recyclage 

suggèrent une localisation dans les vésicules synaptiques ou dans d'autres sous-types de vésicules 

(Dean et al., 2012). Ils ont ainsi constaté que cinq Syts (1, 2, 5, 7 et 17) ont subi une exocytose 

exclusivement au niveau des axones, mais seuls Syt1 et 2 présentaient des caractéristiques de 

recyclage indiquant une localisation dans les vésicules synaptiques, tandis que Syt5, 7 et 17 

présentaient une cinétique de recyclage unique suggérant une localisation dans des sous-types 

distincts de vésicules. Deux Syts (3 et 11) ont été recyclées exclusivement dans les dendrites, et 

quatre (4, 6, 9 et 12) à la fois dans les axones et les dendrites. 

Une approche comparable pourrait être réalisée plus spécifiquement dans les neurones 

dopaminergiques, puisque des différences d’expressions et de localisations subcellulaires peuvent 

exister dépendamment du système considéré. Par exemple, Syt3 qui a démontré un recyclage au 

compartiment STD des neurones de l’hippocampe n’a cependant jamais été étudié dans le système 

DA. Nos résultats de RNAséq de souris à P0 indiquent une expression modeste de Syt3 dans les 

neurones DA (figure 1). Par ailleurs, Syt4 a présenté dans cette étude un trafic intracellulaire aux 

deux compartiments alors que nous avons démontré sa localisation strictement somatodendritique 

dans le système DA. Ces différences pourraient ainsi être analysées spécifiquement dans le système 

dopaminergique à l’avenir.  

Il convient également de noter que cette approche ne marcherait que si les vésicules tubulaires 

contenant la DA présentent une acidification analogue à celle rencontrée dans les vésiculaires 

synaptiques (pH de 5.5-5.6). Cela apparait probable, car la dopamine doit être protégée de 

l’oxydation et l’enzyme v-ATPase nécessaire à l’acidification de certains organites intracellulaires 

a été rapportée présente en immunohistochimie au niveau des somas des neurones dopaminergiques 
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de la SNc (Witkovsky et al., 2009). En revanche cette étude a montré que cette enzyme est absente 

des dendrites suggérant que le remplissage et le stockage de la DA en vue de sa libération diffèrent 

dans les dendrites de la SNr. L’étude du trafic intracellulaire du site de stockage primaire de la DA 

que serait hypothétiquement le réticulum endoplasmique (pH 7.2) jusqu’à la membrane plasmique 

devrait ainsi tenir compte du gradient de pH qui existe le long du trans Golgi network (pH 6-6.7) 

et dans les différents compartiments subcellulaires (Casey et al., 2010; Reifenrath and Boles, 2018; 

Deschamps et al., 2020). 

5.4. Implications dans un contexte pathologique : cas de la 

maladie de Parkinson 

Dans notre seconde étude, nous avons montré les nombreuses adaptations survenant chez la 

souris Syt1 cKODA. De façon intéressante, celles-ci sont similaires à celles observées dans les 

stades présymptomatiques de la maladie de Parkinson. La surprenante résilience des fonctions 

motrices dans notre modèle est en effet une caractéristique importante du Parkinson. Dans celle-

ci, la perte de l’innervation dopaminergique survient graduellement, avec des dysfonctionnements 

moteurs n’apparaissant qu’après une perte étendue des terminaisons dopaminergiques dans le 

striatum (Halliday et al., 1990). Cette résilience a été supposée être due à des compensations 

progressives du système DA, incluant une synthèse accrue de DA dans les axones restants et une 

régulation à la hausse des récepteurs D2, observés aussi bien dans les tissus humains et les modèles 

animaux (Bezard et al., 2003; Mercuri and Bernardi, 2005; Golden et al., 2013).  

Compte tenu de ces similarités, notre modèle Syt1 cKODA pourrait représenter un nouveau 

modèle pour étudier les mécanismes compensatoires et la sensibilité dans la maladie de Parkinson. 

En particulier nos travaux soulèvent l'hypothèse qu'au fur et à mesure que la perte des terminaisons 

DAergiques progresse dans la maladie de Parkinson, même si la libération phasique de DA est 

fortement altérée, tant qu'un tonus suffisant de DA extracellulaire est maintenu, de nombreuses 

fonctions motrices de base seront alors préservées. Cette idée est notamment à la base des thérapies 

visant à l’implantation de cellules sécrétant de la DA dans le striatum (Parmar et al., 2019). 

Développer de nouveaux modèles où 100% de la libération phasique serait abolie durant le 

développement ou à différents stades adultes, ou des modèles où la libération tonique serait 

impactée, constituerait certainement une avancée dans notre compréhension des phénomènes de 

compensation survenant dans la maladie de Parkinson. 
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Par ailleurs, dans notre étude sur Syt1, nous nous sommes principalement intéressés aux 

adaptations survenant au niveau des terminaisons du striatum, mais pas à celles survenant au sein 

du compartiment somatodendritique. Quelle soit d’origine axonale ou en provenance du soma et 

des dendrites, il y a bel et bien de la DA libérée dans le mésencéphale ventral. Bien que l’on sache 

que celle-ci soit nécessaire aux contrôles du comportement locomoteur (Robertson et Robertson, 

1989; Timmerman et Abercrombie, 1996; Crocker, 1997; Bergquist et al., 2003; Andersson et al., 

2006; Schoffelmeer et al., 2011; Mebel et al., 2012), le rôle qu’elle pourrait jouer dans le tableau 

clinique de la maladie de Parkinson est encore inconnu. Les symptômes parkinsoniens classiques 

peuvent être liés à un déséquilibre de l'activité des noyaux gris centraux, principalement dû à la 

perte des neurones DA dans la substance noire. Depuis des décennies, l'intérêt s'est alors porté sur 

la perte de la libération terminale de DA dans le striatum et sur les tentatives de restaurer des 

niveaux de DA dans cette région, que ce soit par traitement à la L-DOPA (Fahn, 2015) ou par 

transplantation de tissus mésencéphaliques (Parmar et al., 2019). Étonnamment, la contribution de 

la libération STD de DA à la perturbation du fonctionnement des ganglions de la base dans la 

maladie de Parkinson a reçu peu d'attention jusqu'à présent. Cela pourrait être en partie dû au fait 

que peu de choses sont présentement connu sur ces mécanismes. Nos travaux sur la participation 

de Syt4 et Syt7 à la libération STD et de Syt1 à la libération axonale au niveau du mésencéphale 

pourraient ainsi contribuer à la création de nouveaux modèles permettant l’étude de cette fonction. 

Il existe par ailleurs des indices de l’existence de mécanismes d’adaptations analogues à ceux 

que nous avons observés aux terminaisons au niveau du mésencéphale ventral. Des travaux 

antérieurs en microdialyse ont en effet montré que la libération STD de DA est conservée plus 

longtemps que la libération des terminaisons axonales dans le striatum après des lésions à la 6-

hydroxydopamine (Hoffman et al., 1997; Sarre et al., 2004) et que Syt4 et Syt7 sont par ailleurs 

régulées à la hausse suite à de telles lésions (Glavan et Zivin, 2005). 

Dans une série d’expériences non publiée, nous avons cherché à voir comment la libération 

STD de DA pouvait être affectée dans un modèle de lésion. Nous nous sommes basés sur un 

protocole de Stott et Barker (2014) qui ont utilisé de fortes doses de 6-OHDA (10 µg) et évalué la 

cinétique de dégénérescence des neurones DA au compartiment axonale et STD. Nous avons ainsi 

adapté ce protocole pour évaluer l'impact d'une lésion unilatérale du striatum sur la libération 

évoquée STD de DA, 1 jour après la lésion, où une perte précoce des terminaisons axonales se 
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produit, et 14 jours après la lésion, à un moment où le soma et les dendrites des neurones DA 

commencent à être sévèrement impactés. Nous avons fait l’hypothèse de possibles adaptations de 

la libération STD, en lien avec les études de microdialyse démontrant une résilience de cette forme 

de libération dans ce genre de modèle, et également en lien avec l’hypothèse de dégénérescence 

axonale rétrograde (« dying-back ») dans la maladie de Parkinson (Tagliaferro et Burke, 2016).  

Méthode : des injections stéréotaxiques ont été réalisées dans le striatum dorsal de souris Ai9 ; 

DATIREScre de 6-7 semaines (The Jackson lab, stock 007909 et 006660), exprimant le rapporteur 

tdTomato dans les neurones DA (coordonnées : AP +1.0 mm; ML +1.5 mm; DV -2.8 mm). Les 

injections ont été faites unilatéralement avec de la solution saline ou de la 6-hydroxydopamine 

(Sigma, Canada), à la dose de 5 µg/µL pour 2 µL au total (10 µg), au rythme de 0.5 µL/min. Stott 

et Barker (2014) ont observé un impact de la 6-OHDA à cette dose sur les terminaisons TH-

positives du striatum seulement quelques heures après l’injection, et également un impact sur le 

compartiment STD, mais retardé de plusieurs jours après injection, avec une dégénérescence des 

neurones DA de la SNc de l’ordre de 50% après 12 jours. Nous avons ainsi procédé à des 

enregistrements sur tranche de striatum et de mésencéphale par voltammétrie cyclique, 24 heures 

ou 14 jours après les injections (Figure 2A). La libération axonale de DA a été évaluée au moyen 

de pulse unique (1ms à 400 µA) et la libération STD par train de stimulation (30 pulses à 10 Hz) 

en présence de 5 µM de nomifensine et sulpiride. 

Résultats : nous avons constaté à 1 jour post-injection une diminution >99% de la libération de DA 

évoquée électriquement dans le striatum dorsal, confirmant l'effet robuste et aigu de la 6-OHDA 

sur les terminaisons axonales DA [n = 12 tranches/6 souris] (Figure 2B). Cette abolition de la 

libération axonale de DA s'est également maintenue après 14 jours [n= 10 tranches/5 souris]. 

Curieusement, une petite diminution de la libération axonale de DA a également été détectée dans 

le striatum controlatéral au jour 1 (1,1 µM +/- 0,06 µM vs 1,39 µM +/- 0,08 µM à 14 jours), ce qui 

n'a pas été constaté chez les souris contrôles injectées à la saline (1,3 µM +/- 0,09 µM vs 1,28 µM 

+/- 0,07 µM à 14 jours). Comme prévu, il n'y avait par ailleurs aucun impact des injections elles-

mêmes sur la libération de DA, comme démontré chez les animaux traités avec une solution saline 

[n = 12 tranches/6 souris pour chaque période évaluée] (Figure 2C et E). 

En revanche, nous avons constaté que 1 jour après l’injection de 6-OHDA, la libération de STD 

DA au niveau de la SNc n'était pas réduite, mais significativement plus élevée dans l'hémisphère 
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lésé (0,27 µM +/- 0,03 µM, [n = 13 coupes /6 souris]) en comparaison du côté controlatéral (0,18 

µM +/- 0,03) (test t non apparié, p = 0,0467) (Figure 2D). A 14 jours, stade auquel on s'attend à ce 

que la neurodégénérescence ait atteint le compartiment STD et qu'environ la moitié des neurones 

DA de la SNc ait dégénérée (Stott and Barker, 2014), seule une tendance non significative (test t 

non apparié, p = 0,1973) à une diminution de la libération de DA dans la SNc lésée (0,12 µM +/- 

0,015, [n = 10 tranches/5 souris]) a été observée par rapport au côté controlatéral (0,17 µM 0,034 

µM). Par ailleurs, il n'y avait pas de changements significatifs dans la libération STD de DA dans 

la région de la VTA à 1 ou 14 jours après 6-OHDA.  

Figure 2. –  La libération STD de DA est plus résistante que la libération axonale dans un 

modèle de lésion à la 6-OHDA. 
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 (A) Protocole utilisé pour les expériences de lésions et de voltammétrie. (B-C) Moyennes des pics 

de DA libérée (µM) par stimulation unitaire (400 µA, 1ms, dans 3 sites/hémisphère) obtenue dans 

le striatum dorsal de souris traitées à la 6-OHDA (B) et solution saline (C). (D-E) Moyennes des 

pics de DA libérée (µM) obtenus dans le mésencéphale ventral par stimulation en train (30 stimuli, 

10 Hz, avec aCSF + 5 µM de nomifensine/sulpiride) de souris traitées à la 6-OHDA (D) et solution 

saline (E). Les barres d'erreur représentent +/- E.S.M. L'analyse statistique a été réalisée par t-

test (côté controlatéral vs ipsilatéral) (ns, non significatif ; ***, p < 0,001 ; #, p < 0,0001). 

Dans l'ensemble, ces données indiquent que si la libération axonale est extrêmement 

sensible aux effets toxiques d'une unique injection de 6-OHDA, la libération STD est, quant à elle, 

étonnamment plus résistante ce qui confirme certaines observations précédentes ayant mesuré les 

niveaux extracellulaires de DA dans le mésencéphale de rat traités à la 6-OHDA (Sarre et al., 

2004). Cette observation irait également dans le sens d’une étude récente du groupe de Surmeier 

ayant généré un nouveau modèle murin avec une perturbation partielle de la fonction du complexe 

I mitochondrial et qui présente un parkinsonisme progressif, débutant à l’axone, sensible à la 

lévodopa, mais qui n'a émergé qu'après la perte ultérieure de la libération de dopamine dans la 

substance noire (González-Rodríguez et al., 2021).  

Une limitation de notre approche préliminaire serait un possible bourgeonnement 

compensatoire des neurones sérotoninergiques après la lésion. Il a été rapporté précédemment que 

la 5-HT contribue aux signaux en FSCV évoqués par stimulation électrique dans la SNc des 

rongeurs (Cragg et al., 1997). Bien que nous ne puissions pas complètement exclure une petite 

contribution de la 5-HT au signal que nous avons détecté, les voltamogrammes obtenus sur les sites 

d'enregistrement ont montré des pics d'oxydation et de réduction uniques, à des potentiels 

compatibles avec l'oxydation et la réduction de DA. Cependant, il serait intéressant de confirmer 

nos résultats au moyen des nouvelles approches d’optogénétiques que nous avons développées, 

afin d’obtenir une stimulation sélective des neurones DA. La plasticité des fibres 5-HT est 

également peu susceptible d'expliquer notre découverte d'une augmentation de la libération de STD 

DA dans le SNc seulement 1 jour après la lésion. Cette observation suggère plutôt qu'aux premiers 

stades de la physiopathologie de la maladie de Parkinson, la perte de la signalisation axonale 

dopaminergique dans le striatum dorsal pourrait constituer un signal aux neurones de la SNc. Ceux-

ci verraient leur libération STD de DA augmentée, ce qui pourrait constituer un mécanisme 
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compensatoire possible afin de maintenir des fonctions normales. Bien que cette hypothèse soit 

spéculative et nécessitera d'autres expériences pour clarifier l'évolution dans le temps et les 

mécanismes impliqués, ces résultats invitent à explorer plus en détail le rôle et la plasticité de la 

libération STD de DA dans des modèles plus pertinents de la maladie de Parkinson. Il serait 

également intéressant de démêler les contributions possibles entre libération STD et axonale de 

DA survenant dans la VTA après des lésions partielles, en raison de l'apparition possible de fibres 

axonales compensatrices dans le mésencéphale de tels modèles (Fernandes Xavier et al., 1994). 

Des quantifications des neurones DA par stéréologie à différents stades seront également 

nécessaires pour évaluer l’étendue des lésions dans le mésencéphale ventral. 
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Conclusions 

 

Mon projet de thèse s’est inscrit dans une démarche de recherche fondamentale visant à 

mieux comprendre les mécanismes de libération de la DA dans le cerveau. Ce neurotransmetteur 

est étudié de manière intensive depuis des décennies, en lien avec son rôle dans diverses maladies 

neurodégénératives et neuropsychiatriques, mais force est de constater que les connaissances de 

ces mécanismes de base sont encore déficientes, en comparaison avec d’autres systèmes 

neuronaux. La contribution de mon projet à ces connaissances s’est portée sur l’étude des senseurs 

calciques Syt1, Syt4 et Syt7 dont je démontre l’importance pour le contrôle de la libération 

phasique de DA, aussi bien dans le compartiment axonal, que dans le compartiment 

somatodendritique. Ces travaux ont débouché sur la génération de nouveaux modèles et approches, 

permettant d’étudier plus spécifiquement l’une ou l’autre de ces formes de libération.  

Ces données ouvrent la porte dans un futur proche à une meilleure compréhension du rôle 

de la libération phasique et synchrone de la DA en comparaison de la libération asynchrone et 

spontanée. Par ailleurs, nous avons montré que les adaptations survenant chez les souris dont la 

libération de DA est altérée miment certains aspects neuropathologiques que l’on retrouve dans la 

maladie de Parkinson. Ainsi, la poursuite de ces recherches devrait certainement conduire à la 

génération de nouveaux modèles à l’étude de cette maladie. De manière plus générale, les 

mécanismes découverts au sein du système dopaminergique au cours de ma thèse peuvent 

également être étendus à tous les autres systèmes neuromodulateurs, offrant des pistes de recherche 

et des implications multiples. 
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