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Sommaire

J

L'oxyde nitrique (N0) est impliqué dans la transmission neuronale. Il module
la libération des neurotransmetteurs et stabilise les connections synaptiques dans le
cerveau mature et lors de son développement.

Cette étude vise à détenniner l'influence de l'inhibition de la synthèse du N0

sur les potentiels de champs évoqués au niveau du coUiciile supérieur du rat. La
synthèse du N0 a été diminuée en inhibant l'oxyde nitrique synthase par une
microinjection du  -nitro-L-argmme meth}^ ester (L-NAME). L'activité oscillatoire
des réponses visuelles évoquées a été analysée par une méthode de transformation de
Fourier rapide (FFT: Fast Fourier Transfom). Les réponses évoquées ont été
enregistrées chez des rats anesthésiés adultes et chez des ratons âgés de 13 à 19 jours
après la naissance (PN). Cette fenêtre temporeUe a été choisie car eUe cerne
l'ouverture des paupières.

La manipulation du taux de N0 provoque un effet dépendant de l'âge et du
type de réponse visuelle (ON ou OFF). L'inhibition de la synthèse du N0 diminue
l'amplitude des oscillations ON chez les jeunes ratons âgés de 13-14 jours PN, alors
qu'elle renforce l'amplimde des oscillations OFF pour les différents groupes d'ages

postnataux (^19 jours PN). Les composantes oscillatoires lentes (7-12 Hz) ne sont
auciuiement affectées.

Chez le rat adidte, l'mhibition de la synthèse du N0 augmente l'amplitude des
oscillations lors de la réponse ON alors qu'elle abolit les oscillations lors de la réponse
OFF. Le L-arginine a aussi été utilisé pour stimuler la synthèse du N0 et son
injection prodmt des effets opposés à ceux observés avec le L-NAME.

Nos résultats suggèrent que l'activité oscillatoire des neurones coUiciilaires est
dépendante du N0.

Mots clés: CoUici.ile supérieur; Oscillations; oxyde Nitrique; réponses ON;
réponses OFF; L-NAME.
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Summary

u

Nitric oxide (NO) is involved in neuronal transmission by modulating
neurotransmitter release in adults and in stabilizing synaptic connections m
developing brain.

We investigated the influence of dow-nregulation of NO synthesis on ON and
OFF evoked field potentials in the rat superior coUiculus. NO synthesis was
decreased by inhibiting nitric oxide synthase (NOS) with an acute rnicroinjection of
L-NAME. The study focuses on rhythmic activity by analyzing Fast Foiirier
transform (FFT). Colliciilar responses -were recorded m anesthetized rats, at posmatal
days (PND) 13 to 19 and adults. This time window was chosen because it is centered
around eye opening.

NO down-regulation resulted in a dual effect depending on age and response-
type. NO synthesis inhibidon decreased the magnimde of oscillations in ON
responses in the yoimgest animals (PND13-14), whereas oscillations of frequencies
higher than 20 Hz in OFF responses were increased in all age groups of developing
rats. In adults NO down-regulation increased oscillations in ON responses and
decreased oscillations in OFF responses. L-arginine was used to increase NOS
activity and its injection produced effects opposite to those seen with L-NAME. Slow
oscillatory components (7-12 Hz) were imaffected in aU experiments.

Our data together with results reported in the literature suggest that rhythmic
patterns of activity are NO -dependent.

Keywords: Superior cotliculus; Oscillations; Nitric oxide; ON responses; OFF

responses; L-NAME.
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L Ls rétine

Orgsnisation structurale

J

Le système visuel des mammifères commence avec l'œil dont l'intérieur

est tapissé par la rétine. Cet organe sensoriel converdt l'énerçie lumineuse en

activité aerveiise. Contrairement aux autres structures sensorielles qui sont

périphériques, la rétine a Pexclusivité de faire parde du système nerveux central.

Son. oi^anisation synapdque ressemble beaucoup à celle des structures

neiironales.

L'infonnadon visuelle est acheminée en majeure parde à partir des

photorécepteiirs aux ceUules bipolaires puis aux cellules ganglionnaires. Ces

dernières produisent des potendels d'action qui empruntent le nerf opdque

pour aboutir aux centres visuels centraiix. À cette voie directe, s'ajoute une voie

latérale qui relie les ceUules bipolaires aux cellules horizontales et les ceUules

gangliomiaires aux cellules amacrines respectivement, pour moduler les

réponses de la cellule centrale qiiand la périphérie est stimulée.

Chez les rongeurs, la rétine ne comporte pas de fovéa et la majorité des

ceUides ganglionnaires émettent une collatérale pour innerver le coUicule
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supérieiu- et le corps genouiUé latéral à partir duquel les potentiels d'action sont

acheminés au cortex visuel. La rétine du rat est aménagée de sept couches

celliilaires. Ces couches sont, de l'extérieur vers l'intérieur du globe oculaire:

> la couche des photorécepteurs où les bâtonnets forment les principaux

éléments.

> la couche nucléaire externe qui englobe les corps cellulaires des

photorécepteurs.

> la couche plexifonne externe où les terminaisons synapdques des

photorécepteurs entrent en contact avec les dendrites des cellules bipolaires et

horizontales.

> la couche nucléaire interne qui rassemble les corps cellulaires des cellules

bipolaires, horizontales et amacrines.

> la couche plexiforme interne où les cellules bipolaires côtoient les cellules

amacrines et ganglionnaires.

> la couche des ceUules ganglionnaires.

> la couche des fibres nerveuses qui contient les axones des ceUules

ganglionnaires.

> Une membrane limitante interne vient en dernier lieu séparer la rétine du

corps vitre.

J
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2. La dichotomic ON et OFF

Les cellules de la rétine ont pu être classées selon leurs réponses à

l'illitmmaûon et à l'extmcdon de la lumière. Cette capacité détectrice du

contraste émerge, sans doute, de l'adaptaûon à l'environnement visuel.

Plusieurs émdes sur les vertébrés siiggèrent que les ceUules rétmiennes ON,

OFF et ON/OFF et leur organisadon antagoniste en centre-périphérie établit

le prototype fonctionnel de base du système visuel. Dans le paragraphe suivant,

nous décrivons brièvement la base cellulaire de cette formadon.

Réponses cellulaires rétiniennes

Dans la rétine des vertébrés, les photorécepteurs s'hyperpolarisent en

réponse à l'apparition de la lumière réduisant ainsi la libération du glutamate.

Au niveau des cônes, il existe deux types fondamentaux de cellules bipolaires:

les ceUules bipolaires OFF s'hyperpolarisent à la lumière, comme les

photorécepteurs, alors que les cellules blpokires ON se dépolarisent. Cette

réacdon s'inverse lors de l'extmction de la lumière. Les ceUules bipolaires ON

et OFF établissent des contacts synapdques avec les ceUules ganglionnaires à

J
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centre-ON et à centre-OFF et leur transmettent respecdvement les signaux

appropnes.

Au niveau des bâtonnets, les ceUules bipolaires représentent les cetlules

de type ON et forment des synapses avec les ceUules amacrines. Ces dernières

se connectent avec les ceUules bipolaires ON des cônes via des joncdons

étroites "gap junction" et avec les cellules bipolaires OFF des cônes et les

cellules ganglionnaires centre-OFF via des synapses inhibitrices (Strettoi et al.,

1994; Strettoi et Masland, 1996).

Ainsi, les canaux ON et OFF rétiniens semblent se séparer déjà au

niveau des cellules bipolaires (Werblin et Dowling, 1969). Ces deiix voies

demeurent dissociées aussi au niveau des cellules ganglionnaires (Famigllem et

al., 1977; Wassle et Boycott, 1991; Horton et Sherk, 1984; ScUUer, 1982, 1984)

à l'excepuon éventuelle des cellules ganglionnaires de type ON/OFF qui

reçoivent des afférences aiissi bien des celliiles bipolaires ON que OFF. Cette

segregation s'avère dépasser la rétine (Conway et Schiller, 1983; LeVay et

McConnell, 1982; Stry^r et Zahs, 1983; Knapp et Misder, 1983) et se

maintient au niveau du noyau génlculé latéral. Cependant, dans le cortex visuel,

ces canaux apparaissent devoir interagir réciproquement pour prodiiire les

propriétés caractérisdques des ceUules cordcales (Sherk et Horton, 1984;

Bowen, 1995,1997).
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M^écanismes de signalisation

u

Schiller (1982, 1992, 1995) a suggéré que la fonction de ces voies ON et

OFF serait d'optimiser la transmission de l'infonnaûon lors des changements

de contraste dans le système nerveux central tout en lui procurant des signaux

relatifs à l'iUuminadon et à l'extincuon de la lumière.

Des évidences électrophysiologiques indiquent que les ceUules bipolaires

ON (ceUules dépokrisantes) ont un récepteur métabotropique au glutamate

(mGluR) qui acdve spécifiquement la guanosme monophosphate cyclique

(cGMP) phosphodiestérase via la protéine G (Nawy et Jahr, 1990; ShieUs et

Falls, 1990). Ce récepteur, activé par un analogue du glutamate, le L-2-ammo-4-

phosphonobutyrate (L-AP4) (Slaughter et Miller, 1981), induit une chute des

concentrations intraceUulaires en cGMP, ce qui résulte en la fermeture des

canaux cationiques et hyperpolarise ainsi les ceUules bipolaires ON (Nawy et

Jahr, 1990,1991; Shiells et Falk, 1990; Yanushita et Wassle, 1991; De la Villa et

al., 1995). Des études moléculaires ont montré que le mGluR6 est exprimé

exclusivement dans la couche cellulaire bipolaire et répond fortement au L-AP4

(Nakajima et al., 1993). Dans les ceUules bipolaires des bâtonnets, ce récepteur

occupe le site postsynaptique (Nomura et al., 1994).
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n Qiez le rat, l'uulisauon du L-AP4 abolit sélectivement la réponse

rétinienne ON (Yamashita et Wassle, 1991). Ces résultats soulignent

l'importance du mGluR6 dans la transmission synaptique à partir des

photorécepteiirs aux ceUules bipolaires ON, tant dans le système des bâtonnets

(Shiells, 1994; Masu et al., 1995; Nakanishi, 1995) que dans le système des

cônes (Ueda et al., 1997). De plus, la déficience en le gène codant pour le

récepteur mGluR6 résulte en une perte des réponses ON à l'illummation tandis

que les réponses OFF, siute à l'extinction, restent insensibles à cette déficience

(Masuetal.,1995).

D'autre part, les cellules bipolaires OFF (cellules hyperpolaris antes),

reçoivent des afférences des cônes via les récepteurs lonotroplques AMPA (l'a-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate) et kainate (Saito et Kaneko,

1983). Des émdes anatomiques (Morigiwa et Vardi, 1999; Qin et Pourcho,

1999) et fonctionnelles (DeVries, 2000) ont rapporté que la signalisation via les

cellules bipolaires OFF est diversifiée. Cependant, une émde physiologique

(DeVries et Schwartz, 1999) a montré que la transmission synaprique à partir

des cônes vers les ceUules bipolaires OFF est acheminée en majeure parde via

les récepteurs kainate.

u
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3. Le collicule supérieur

Les axones des ceUules ganglionnaires rétiniennes représentent la seule

source d'information quittant la rétine et correspondent à la projecdon

rétinofuge. Au niveau sous-cordcal, ces axones établissent des connexions

synapuques avec trois cibles majeures: le corps genouiUé latéral (CGL), le

prétectum et le collicule supérieur (CS).

La majeure partie de ces connexions prend place dans le CGL dans la

parrie dorsale du thalamus. La pordon dorso-latérale de ce noyau thalamique

consume le principal centre de relais qui transfère l'information de la rétine au

cortex visuel du rat (Gabbott et al., 1986).

Les cellules ganglionnaires rétiniennes projettent également vers les

noyaiix prétectaux qui sont situés rostralemem par rapport au coUicule

supérieur. Chez le rat, cette structure est la cible d'envlron 13% des axones

rétmofuges fToga et CoUins, 1981). Elle contrôle les réflexes pupHlaires.

J
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n Le CS est l'une des régions les plus anciennes du système visuel des

vertébrés. Il occupe le tectum (ou toit) du mésencéphale. Qiez les mammifères,

il forme une structure bilatérale heptalammaire composée de couches

alternativement fibreuses et cellulaires (figure l), et ressemble étroitement au

tecturn optique des vertébrés non mammifères (Gaither et Stein, 1979).

SGSsz
so

\
A

SGI

SAI

SGP

SAP

u

Figure 1: Représentation schématique des couches du collicule supérieur du
rat.

A, Aqueduc de S}4vius. SAI, Couche blanche mtennédiaire. SAP, Couche
blanche profonde. SGI, Couche grise intennédiaire. SGP, Couche grise
profonde. SGS, Couche grise superficielle. SO, Couche optique. S2, Couche
zonale.
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Du point de vue anatomique et fonctionnel, ces couches laminaires se

regroupent en deiuc sous-groupes distincts. Les trois couches dorsales [la

couche zonale (SZ), la couche grise superficielle (SGS) et la couche optique

(SO)] forment collectivement la parde superficielle et Intègrent exclusivement

l'infonnadon visuelle. Dans le système visuel du rat, la grande partie des ceUules

ganglionnaires projettent controlatéralement vers ces couches (Linden et Peny,

1983). Les champs récepteurs des neurones du SGS forment une cartographie

rétinotopique des champs visuels controlatéraux (Chalupa, 1981).

L'élaboratlon de cette carte implique l'arrivée des projections

rédnocoUiculaires (RQ et cordcocolliculalres (OC) de façon teUe que ces

afférences fonneat des synapses sur des neurones communs du SGS (Mcllwain

et Fields, 1971), favorisant ainsi que les informadons rétiniennes directes et

brutes interpellent les informations qui ont été traitées par le thalamus et les

aires cordcales visuelles.

Les ceUules des couches profondes [k couche grise intennédiaire (SGI),

la couche blanche intermédiaire (SAI), la couche grise profonde (SGP) et la

couche blanche profonde (SAP)] répondent aussi à la stimulauon visuelle sans

recevoir aucime afférence visuel direct (Mize, 1983). En effet, ces neiu-ones

profonds incorporent des informations audidves, somatosensorietles et

nocicepdves ainsi que des informadons de type multimodal provenant de
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générer les commandes motrices appropriées (les saccades, la fixation,

l'accommodation). Ceci est possible grâce à la représentation spatiale des

champs récepteurs sensoriels dans les couches profondes au long du Œ en

superposition avec ceUe des couches superficieUes visuelles afin de construire

une véritable représentation de l'environnement.

Développement structural

J

Durant les premières phases du développeinent du système visuel des

mammifères, la forme et la foncdon neuronales diffèrent remarquablement de

ceUes présentes chez l'adulte. Chez le rat, le développement des projections RC

commence dans l'utérus (Lund et Bunt, 1976) sans aucune expérience visuelle.

Les axones des cellules ganglionnaires entrent dans le CS controlatéral au jour

embiyonnalre 16 (E 16) et dans le CS Ipsilatéral au jour E 17. Les synapses RC

sont iniualement fonnées au jour E17 (Bunt et al., 1983; Lund et Bunt, 1976).

Ces projecdons, autant croisées que non croisées, envahissent au début tout le

neiiropile. La plupart des projecdons ipsilatérales se rétractent à cause de la

compéddon binoculaire (Serfaty et Linden, 1994) durant les premiers 10 jours

posmataux (Land et Lund, 1979).
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À des âges prénataux, les axones des cellules ganglionnaires forment des

branchements typiques et s'arborisent dans des régions topographiquement

Inappropriées. À l'ouverture des paupières, la projection est rétinotopique

(Yhip et Kirby, 1990; Simon et O'Leaiy, 1992) et les champs récepteurs visuels

des neru-ones du SGS exhibent une topographie précise typique de l'adulte

(Binns et Salt, 1997).

Le développement des voies RC doit tenir compte du raffinement des

terminaisons axonales. Ce processus, sûrement non exclusif, a la grande

mission de commander la précision de la carte rétinotoplque. Pendant cette

étape si délicate, les arborisations et les branchements situés dans des posiuons

topographiquement inappropriées se rétractent alors que ceUes simées dans des

positions topographiquement correctes se renforcent. Le raffinement des

projections controlatérales est complété vers le jour PN12 chez le rat (Simon et

O'Leary, 1992) et consiste en un remodelage des axones incorrectement

localises. Le raffinement des projecdons ipsilatérales est plus prolongé et

englobe plusieurs étapes de rétraction continue entre le jour PN15 et le jour

PN28 (Mize et al, 1998; Wu et al, 2000).

Les projections CC se développent tardivement et sont encore

immatures à l'ouverture des paupières. En fait, les neurones de la couche

corticale V qui projettent vers la SGS ne manifestent pas l'activité électrique
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typique de l'adulte (Kasper et al., 1994) et les projections CC ne présentent

guère une topographie normale (Thong et Dreher, 1986). Ces projections

subissent aussi un sorte de raffinement issu d'une élimination des collatérales.

Ce processiis a été bien démontré chez divers rongeiirs (Thong et Dreher,

1986; So et Jen, 1982; Inoue et al., 1992). Oiezle rat, les afférences visuelles

corticales se terminent dans les parties profondes du SGS et du SO, dans une

position ventrale par rapport aux afférences rétiniennes (Lund, 1969). Chez la

soims, le raffinement des afférences corticales commence au jour PN3-4 sous

forme d'arborisation des axones corticaux vers la SGS. Cette étape est suivie

par une rétraction à partir des régions caudales de la SO, puis un remodelage

des branchements terminaux du SGS. Ces terminaisons révèlent im patron

mature aujourPN19 (Inoue et al., 1992).

Développement fonctionnel

u

Alors que tous ces processus contribuent à une maturation structurelle

du système RC du rat, d'autres développements fonctionnels concomitants

s'amorcent. Les premières déchaînes spontanées in situ du CS apparaissent dès

le jonr PN5 (Itaya et al., 1995). Bien que GaUi et Maffei (1988) aient rapporté

une activité électrophysiologique des ceUules ganglionnaires à l'état

embryonnaire. Après une stimulation du nerf optique, les réponses liminaires
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apparaissent au joiir PN10 (Molotchmkoff et al., 1993). Les premières réponses

évoquées par la litmière se développent au jour PN13 (Itsya. et Molotchnikoff,

1990), soit ime semaine après l'apparition des potentiels d'acdon spontanés. Il

faut noter cependant que ces travaux ont été faits sur des animaux anesthésiés.

La comparaison de l'acrivité visuelle évoquée 24 à 48 heures avant

l'ouverture des paupières avec celle de l'adulte (Fortin et al., 1997, 1999)

souligne quelques traits unnutures. Les réponses ont de longues latences. Les

potendels oscillatoires ne se dévoilent qu'au jour PN15. Leur analyse démontre

une acdvité rythmique qui s'accroît en fréquence au cours de la maturation. La

proportion cellulaire des champs récepteurs ON ou OFF montre une

distribution nettement différente de celle de Padulte. L'acquisltion graduelle du

patron mature concorde avec l'amorce de certains processus capitaux du

développement visuel tel que la myélogenèse (Warton et Jones, 1985), la

synaptogenèse (Warton et McCart, 1989) et le raffinement des fibres opdques

(Hunter et Bedi, 1986).

ParaUèlement à l'immaturité de certaines de leurs propriétés, les neurones

coUiciilaires dévoilent néanmoins, au jour PN13-14, une sophistication

fonctionnelle rappelant ceUe de l'adulte. Aussi, la taiUe moyenne des champs

récepteurs et la sélectivité à la direction sont pratiquement idenûques à ceUes de
J
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l'animal adiilte. Cela suggère que ces caractérisuques se sont déjà établies en

l'absence de vision stmcturée.

4. L'oxyde nitrique

La découverte du rôle de l'oxyde nitrique (N0) dans le système nerveux

a radicalement métamorphosé nos connaissances à propos de la transmission

synapuque.

Mode d'action

J

Une fois synthétisé, par k NO synthase (NOS) à partir du L-argmine (L-

ARG), le N0 diffuse librement dans la fente syaaptique au lieu de sublr

l'exocytose convenUonneUe de la neurotransmission classique. Il est soiis forme

de gaz labile et hautement diffusible à travers les membranes biologiques. Le

N0 agit tout en formant des liaisons covalentes avec diverses cibles potentielles

plutôt que d'interagir de manière réversible avec des récepteurs à la manière des

neurotransmetteurs ordmaires. Ces cibles sont des enzymes, d'autres protéines

ou des substances non pepddiques. Le N0 ne subit pas la recapture

présynapdque, ni la dégradation enzymadque par défaut, mais achève son
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0 action par sa separation de ses cibles. Malgré sa demi-vie de quelques secondes,

il peut diffuser à une distance de 100 p.m (GaUy et al., 1990). Si on compare

cette distance avec la longueiu- de la fente synaptique (20mn) ou la taille du

corps cellulaire (quelques (J-m), il est bien évident que le NO prodmt à une

synapse glutamatei^ique peut influencer la fonction d'un grand nombre de

neurones. Donc, le N0 ferait un médiateur idéal pour l'mteraction non-

synaptique (Vizi et Kiss, 1998; Vizi, 2000).

La N0 synthèse

La NOS est l'enzyme de conversion du L-ARG en N0. Trois isofonnes

sont connus (Griffith et Stuehr, 1995), deux sont consdtutifs et un mduit par

des stimuli immmiologiques. L'une des NOS constitutives (cNOS), a été

découverte originalement dans l'endothéllum vasculaire, d'où le nom qu'elle

porte (eNOS). EUe est responsable des actions cardiovasculaires (Forstermann

et Kleinert, 1995). L'autre cNOS, présente dans le cerveau, la moeUe épinière et

le système nerveux périphérique, est la NOS neiironale (nNOS). La forme

inducdble (iNOS) est plutôt Impliquée dans la réponse Inflammatoire.

J
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n L'activité des deux cNOS (eNOS et nNOS) dépend des concentrations

élevées de Ca2+, d'où leur effet transitoire de quelques minutes (Nathan, 1992).

La production du NO neuronal est caknoduline (CaM)-dépendante (figure 2).

Site présynaptique Site postsynaptique

Ca2+Ca2+

^

Récepteur
NMDA%

rf

i

CaE 4-Ca2+

hfos
^ l»

y.Ca2 + N

Récepteur
AMPA

•'.Canaux Ca2+ 'l""v
voltage-dépendants •Ca2+

u

Figure 2: Localisation postsynaptique de l'oxyde nitrique synthase.
Le schéma montre une possible action présynaptique (flèches noires solides).
L'acdvation des récepteiirs NMDA par le glutamate (Glu) ou des canaux Ça2 +
voltage dépendants libère le Ca2+ intraceUulaire. Ce dernier se lie à la
calmoduline (CaM) et acdve la NOS, qui converdt ainsi le L-ar^mine en N0
(adapté à partir des travaux de Cudelro et Rivadulla, 1999).
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u

L'acdvation de la CaM est déclenchée par l'augmentation du Ça

intracellulaire (Griffith et Stuehr, 1995). La nNOS fournit le N0 via l'activation

exclusive des récepteurs 7V-meth}l-D-aspartate (NMDA) à travers lesquels

passe l'influx du Ca2+ (Garthwaite et Boulton, 1995).

Au contraire, l'activité de la iNOS est plutôt indépendante du Ca2+ et

persiste donc durant plusieurs jours (Nathan et Xie, 1994). Malgré son

activadon indépendante du û2+, cet isoenzyme possède un site de

reconnaissance de la CaM (Lowenstein et al., 1992; Xie et al., 1992).

La génération du N0 à partir du L-ARG se fait via la fomurion du N"-

hydroxy-L-ai^imne (Pufahl et al., 1992). Cette voie L-ARG/NO peut être

inhibee par différents analogues du L-ARG, parmi lesquels le premier identifié

était le NU-monometh^-L-aiçmine (L-NMMA) (Moncada et Hggs, 1993) dont

la présence dans le plasma et l'urine humains est connue (VaUance et al., 1992).

Plusieurs des analogues du L-ARG s'avèrent être des inhibiteurs compédtifs à

la fois des NOS consumdves et de la NOS inductible comme le N"-nltro-L-

ai^inine meth}! ester (L-NAME).

D'autres composés qui ne sont pas des acides aminés miment le motif

guanidme du L-ARG. Ces composés entrent en compétiuvité avec le L-ARG

tout en interférant avec la région guanidinium de son site de liaison (Babu et al.,
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0 1999). La producuon du N0 peut être aussi réduite par les chélateurs du N0

("NO scavengers") tel que l'hémoglobine (Beckman et Koppenol, 1996).

Par contre, l'utUisadon du N0 gazeux, du précurseur de la NO synthase

(L-ARG) ou des donneurs du N0 (dont le nom a été adopté en fonction de

leur capacité à libérer le N0) acdvent la voie L-ARG/NO et augmentent ainsi

la production du N0.

Dans notre étude, nous avons tiré avantage de cette chaîne enzymauque

pour réguler positivement (L-ARG) ou négativement (L-NAME) la production

aiguë de N0.

Localisation

u

On a rapporté que k NOS a une acdvité NADPH-diaphorase (Hope et

al., 1991). La détection histochimique de l'acûvité NADPH-diaphorase et de

I'immunoreactivite aux anticorps anti-NOS ont été utilisées amplement comme

des méthodes d'identification de la NOS. Ces méthodes ont révélé une

distribution intense de la NOS dans le système nerveux central. Des marquages

immunohistochimiques avec l'anricorps contre la nNOS ont montré que la

fonne neuronale est produite exclusivement dans les neurones. Dans

l'hippocampe, seules les cellules granulaires et les intemeurons contiennent des
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qmntités abondantes de NOS (Bredt et al., 1991; Dinerman et al., 1994). Dans

l'hypothalamus, la NOS est présente dans les neurones magnoceUukires

paraventricidaires et les neurones supraoptiques. Les neurones exprimant la

NOS sont aussi abondants dans les noyaux tégmentaires dorso-latéral et

pédoncido-pontm, qui innervent divers noyaux thalamiques (Bredt et al., 1990,

1991).

Dans le CS du rat, les cellules positives au NOS sont distribuées dans les

couches rétinoréceptrices, majoritairement dans la SZ et la SGS. Un plexus

dense de neurones, de fibres et de temiinaisons se trouvent dans les couches

superficielles du CS ainsi que dans le coUicule inférieur. Une énucléation résulte

en un changement de la distribution intraceUiilaire de la NOS dans les neurones

coUiciilaires superficielles suggérant ainsi l'implicadon des fibres rétimemies

dans le contrôle de l'enzyme (Tenorio et al., 1998).

5. Les fonctions du N0

J

Pliisieurs concepts concernant la neurotransmission et la

neuromodularion ont évolué après la découverte du N0. Les évidences sont

concluantes concernant l'implication du N0 dans la commumcation neuronale,

en particulier la plasticité syaaptlque. Les actions physiologiques du N0 sont
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prodmtes via la Ubéraùon de la cGMP dans les ceUules cibles à la suite de

l'acdvation de la guanylate cyclase soluble (Murad 1994; Ignarro, 1991).

La neuromodulation

J

le N0 produit par la nNOS est impliqué dans la neurotransmission.

Dans des coupes de cerveau, l'application d'inhibiteurs du NOS bloque la

synthèse de la cGMP activée par l'action du glutamate au niveau des récepteurs

NMDA (Bredt et Snyder, 1989; Garthwaite et al., 1989).

Le N0 paraît influencer la libération des neurotransmetteurs. Des

inhibiteurs du NOS, tel que le L-NNA (NU-mtro-L-ai^inme) ou l'hémoglobine,

bloquent la libération des neurotransmetteurs monoaminei^iques (Hanbauer et

al., 1992; Strasser et al., 1994). Ces derniers [dopamlnergique, noradréner^ique,

sérotoninergique] sont caractérisés par les varicosltés de leur arborisations

axonales qui innervent de manière diffuse des cibles lointames. EUes établissent

alors des contacts non-synapriques (Vlzl, 2000). La plupart des expériences sur

l'implication du N0 dans la modulation de cette communication non

synaptique concerne particulièrement le système dopaminei^ique. Dans la

rétine isolée, les donneurs du N0 réduisent significarivement la libération de la

dopamine (Bugnon et al., 1994; Djamgoz et al., 1995) tandis que le L-NAME
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l'augmente. Le N0 semble exercer son effet sur les transporteurs des

monoamines tout en inhibant la recapture de la dopamine, de la noradrénalme

et de la sérotonine (Pogun et al., 1994; Lonart et Johnson, 1995; Kaye et al.,

1997).

On a aussi amplement élucidé le rôle du N0 dans la plasticité

synapdque, tel que la potentiation à long-terme (LTP) et la dépression à long-

terme (LTD) (O'DeU et al., 1991; Bohme et al., 1993; Arando et al., 1996;

i^wkins et al., 1998). Il facilite la libéraùoa des neurotransmetteiirs qui

modulent la LTP dans l'hippocampe. L'injecdon du L-NNA dans les ceUules

pyramidales postsynapUques CA1 de l'hippocampe inhibe la LTP présynaptique

(Schuman et Madison, 1991), suggérant que le N0 pourrait agir comme un

messager rétrograde dans la LTP (Bohme et al., 1991; Haleyet al., 1992).

Le développement

u

La nNOS est régulée de manière différentielle dans le système nerveux

en développement du rat et de k souris. Malgré son absence dans les ceUules en

division, la NOS est coexprimée avec les marqueurs primaires de la

différenciation neiironale. Elle atteint son apogée au jour de gestation 16, eUe

est presque absente pendant la naissance et réapparaît au joiir PN10 (Bredt et
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Snyder, 1992). Durant le développement neuronal, le N0 régule k croissance

et le remodelage dans les cônes de croissance (Hindley et al., 1997).

Les meilleures évidences du rôle du N0 dans le développement des

cartographies neuronales concernent le système visuel. Dans le lobe optique de

Droscphila M.danogaster, les afférences y conveiçeant sont régulées par le N0

(Atkmson et Panni, 1999). Le développement des voies rétmogéniculées est

aussi altéré par l'inlubiuon du NOS. Par exemple, une injecdon intmpéritonéale

du L-NNA, un inhibiteur du NOS, perturbe la ségrégation des sous-couches

ON et OFF du CGL du furet (Cramer et Sur, 1996, 1997, 1999; Qamer et al.,

1996, 1998). Cet effet dépend aussi bien du NMDA (Hahm et al., 1991) que de

l'acdvité des afférences rétiniennes (Cramer et Sur, 1997).

Le N0 est aussi important pour le remodelage activité-dépendant des

terminaisons axonales. On. a bien proposé que la producdon du N0 dans les

neurones postsyaapriques contribue à rétablissement et le raffinement des

arborisations axonales. Le NO est ainsi considéré comme un. signal rétrograde

qui stabilise les terminaisons acdves afférentes et les rend synchrones (GaUy et

al., 1990; Montague et al., 1991; Wu et al., 1996). Wu et al. (1994) ont rapporté

que le N0 peut altérer le raffinement des voies rétmotectales ipsilatérales du

poulet. Ils ont montré que cette voie, normalement transitoire et éliminée

durant l'embryogenèse, est pardeUement épargnée après mhibition du NOS
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(Wu et al., 1994; 1996). Ce processus s'avère dépendre du NMDA (Emst et al.,

1999). Cette interdépendance du N0 (Wu et al., 2000) et du NMDA (Simon et

al., 1992) semble aussi exister, au moins en parde, pour les voies RC

ipsilatérales des rongeurs.

Des techniques de recombinalson génétique ont récemment été utilisées

pour inactiver le gène codant pour la nNOS et ainsi produire des

souris homozygotes "knock-out" pour le nNOS (Huang et al., 1993). Les

neurones centraux et périphériques de ces animaux montrent une carence

d'acuvlté catalydque et une absence d'immunomarquage pour la NOS. Le

raffinement des voies RC Ipsilatérales est significarivement retardé chez ces

souris mutantes. Cette perturbation résulte en des projections très étendues

dans les couches superficielles colliculalres du jour PN9 jusqu'au jour PN42

(Wu et al., 2000). Récemment, Vercelli et al. (2000) ont conflnné cet effet tout

en montrant que la densité et la distribudon des axones RC ipsilatérales sont

étendues chez les rats traités avec un inhibiteur au NOS.

6. Objectifs

u

Noiis venons d'exposer le rôle du N0 dans le développement des voies

nerveuses rétinofuges. Cependant, ces documentations sont des expériences à
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long terme et de nature histologique. Nous avons vu aussi que le N0 est un

agent Impliqué dans la transmission synapûque. Nous avons donc posé la

question: quel serait l'effet de l'mhibition aiguë de la synthèse du N0 sur les

réponses vlsueUes évoquées au coUicule supérieur chez le raton en

développement? Pour atteindre cet objectif, noiis avons procédé de la façon

smvante:

Les groupes de ratons étaient classés par rapport à l'ouverture des

paupières. La prise de cette période comme référence est d'une importance

critique car eUe marque la première expérience visuelle structurée que le raton

doit subir. En conséquence, trois groupes d'âges sont testés [jour PN13-14

(pré-ouverture), jourPN15-16 (ouverture), joiirPN17-19 (post-ouverture)]. Le

rat adulte a servi de témoin et correspond ainsi au quatrième groupe.

Nous avons concentré notre analyse sur les potentiels oscillatoires suite à

l'HlummaUon (les réponses ON) et à l'extincuon de la lumière (les réponses

OFF). Tout d'abord, une étape préliminaire de calibration dose/effet a été

achevée pour déterminer la dose minimale qiii n'anéantirai pas aux potendels

osciUatoires. Pour ce fait, différents volumes du liquide céphalorachidien ont

été microinjectés dans le CS et leurs effets ont été détennmés. La figure l de

u
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l'annexe montre qu'après l'application d'un volume de 50r|l, les réponses

demeiiraient pratiquement insensibles.

La procédure d'enregistrement consistait en une triple descente de

microélectrodes dans le CS du rat anesthésié. L'admmlstradon locale et aiguë de

l'antagoniste de la NOS (L-NAME) a été accomplie à l'aide de la

microélectrode centrale alors que l'enregistrement des réponses visuelles

colliculaires (avant, pendant et après la microinjecdon de l'mhibiteur) a été

réalisé à l'alde des deux microélectrodes latérales.

Une visualisation en microscople photonique de remplacement de la

microélectrode d'enregistrement a été réalisée. Ceci est poiir confinner que les

réponses proviennent bel et bien des couches superficielles du CS (voir figure 2

de l'annexe).

L'activité osciiïatoire des réponses évoquées ON et OFF a été analysée

par la méthode de transfonmtion de Fourier rapide (FFT) afin de décomposer

les signaux en gammes de fréquences. L'évoludon de Peffet de l'mhibition de la

synthèse du NO versus l'âge posmatal et versiis le type de réponse (ON ou

OFF) a été ainsi déduite des analyses.

u
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L'action spécifique du L-NAME a été vérifiée par l'applicadon locale et

aiguë de l'agoniste (le L-ARG).

u
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l. Abstmct

u

Nitric oxide (NO) is involved in neuronal transmission by modulating

neurotransmitter release in adults and in stabilizing synapdc connections in

developing brains. We invesdgated the influence of down-reguladon of NO

synthesis on osciUatory components of ON and OFF evoked field potendals in

the rat superior colllculus. NO synthesis was decreased by inlubiting nitric

oxide synthase (NOS) with an acute microinjecrion of L-NAME. The smdy

focuses on rhythmic activity by analyzing Fast Fourier transform (FFT).

Collicidar responses were recorded in anesthetized rats, at posmatal days

(PND) 13 to 19 and adults. This time window was chosen becaiise it is

centered around eye opening. NO down-regulation resulted in a dual effect

depending on age and response-type. NO synthesis inhibiuon decreased the

magnitude of osciUadons m ON responses in the youngest animals (PND13-

14), whereas oscillations of frequencies higher than 20 Hz in OFF responses

were increased in aU age groups of developing rats. In adults NO down-

regulation increased oscillauons m ON responses and decreased oscHladons m

OFF responses. L-ai^inine was used to Increase NOS activity and its mjection

produced effects opposite to those seen with L-NAME. Slow oscillatory

components (7-12 Hz) were imaffected in aU experiments. Our data together
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0 with results reported in the literature suggest that rhythmic patterns of activity

are NO -dependent.

Thème: S ens oiy systems

Tcpk: subcordcal visual pathways

Keyiwnds: Superior coUiculus; Oscillations; Nitric oxide; ON responses; OFF

responses

u
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2. Introduction

u

In rats, retinal ganglion ceU (RGQ axons are the major source of fibers

entering the superficial layers of the contralateral superior colliculus (SQ [10].

In in uv) SC preparations, the first responses to light arise around posmatal day

(PND) 12-13 [23]. Typical collicular evoked local field potentials (LFP) contain

classical slow components (^10 Hiz) but also exhibit fast components (>20 Hz).

Oscillations emerge from PND15, that is, around eyelid opening (EO) [18].

During this time, the visual system is undergoing development Including

myelination [59], syaaptogenesls [60], and the elimmadon of a large number of

RGC that are originally present at birth [21].

Light increment and light decrement acdvate two distinct neuronal

systems, ON and OFF channels, which in turn evoke ON and OFF responses,

respectively. These two channels are assimied to originate at the retina both

morphologically [61] and physiologically [68]. Analysis of the flow of visual

information processed through ON and OFF tectal responses [32], have

recently confinned that these two channels show different distributions of

synaptic activity in the superficial laminae. Our previous studies reported that

fast rhythmic acdvlty (>20Hz) is observed mosdy in the OFF responses and

that it originates within the network of the SC [18].
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Interestingly, this rhythmic activity occurs when the retinocollicular

pathway is undergoing massive refinement. This process involves the loss of

laiçe numbers of inappropriately targeted axons. For the contralateral

retinotectal projections (CKP), ordering of axonal arborizations is precise by

PND12 [52] whereas for the Ipsilaterlal retinotectal projections (IRP), it can be

prolonged up to PND21 [63]. Different smdies have described the role of nitric

oxide (NO) in synapuc refinement of several retmofi^al projecrions. In the

ferret lateral geniculate nucleiis (LGN), the segregadon mto ON-OFF

sublaminae is dismpted by NO synthase (NOS) inhibitors [8]. Blocking the NO

synthesis partially preserved the chick IRP which are normally tmnsient and

eliminated [16; 62]. Similar results have been published showuig that the

blockade of NOS resulted in expanded IRP in the rodent SC [30; 57]. The

normal retracdon of IRP was dismpted m mice with a double knockout of

endothelial and neuronal NOS genes [63]. These results suggest that NO plays

a critical role on the developing SC

The role of NO is not confined to SC It is also implicated in retina and

visual cortex. At the retinal level, NO has been shown to be an uncoupler of

neurons [66]. Horizontal cells are uncoupled from each other by the

administration of the NO precursor, L-arginine (L-ARG) [28]. At cordcal

levels, ionophoreuc down-regulation and upregulauon of NO levels in area 17

of cats caused facllatatory [9] and inhibitory effects [43] on visual evoked



34

n activity, respectively. In rabbits, sodium nitrite, an NO-generating agent,

reduced the magnitude of visual responses [51].

In the present smdy, we determined how NO affects collicular ON and

OFF evoked LFP in developing rats by intracoUicular microinjecrion of the

NOS inhibitor N<a-nitro-L-arçmine meth}^ ester (L-NAME). We restricted our

smdy to PND12-PND20 because the time window is centered on eyelid

opening and hence the visual system is undergoing profound maturarional

changes. To our kno^edge, this is the first acute electrophysiologlcal

experiment aimed at invesdgating the role of NO on Imnuture and adult ON

and OFF responses. We focused our analysis on osciUadon frequencies of the

evoked field potentials because it has been shown that oscillations increase in

frequency as the animal matures [18].

u
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3. Materials snd Methods

3.L Animal preparation

Eighteen Long Evans rat pups ages PND13 to PND19 and 7 adidts were

used in this study. We refer to the first 24 hr after birth as postnatal day 0

(PNDO). Rat pups were anesthetized with urethane 25% w/v (0.008 ml/g)

injected mtraperitoneaUy. Lidocaine hydrochloride 2% (X^ocame) was applied

topically at siugical sites. Craniotomy and durotomy were performed with a

small scalpel blade except for animals over PND17 for whom a small drill was

necessary during the craniotomy. Prior to PND15, the contralateral eyelid was

opened iinder local anesthesia. The pupil -was dilated -with 1% atropine sulfate

(Isopto8) and coraeal desiccation was prevented by the application of a thin

layer of mineral oil. The cartilaginous skull was secured in a custom-made head

holder to eliminate movement. Body temperature was mamtained by heating

pad. Throughout each experiment, the animal's heartbeat was continuously

monitored to check on the effects of the anesthedc. All experiments were

conducted on pups with over 300 beats per minute.

J



36

n 3.2. Recordings and stimulation

Three glass micropipettes were lowered into the SC The central pipette

contained the NOS inhibitor N<"-mtro-L-arglmne meth}^ ester (L-NAME).

Two recording pipettes were glued on each side of the injecting electrode:

inter-dp distance was -50 |j,m. The three micropipettes were progressively and

simultaneously advanced into the colliculus until the occurrence of evoked

firing to flashes. Recording glass microelectrodes (1-5 M£î) fUled with 0.9%

NaQ and 4% Chicago sky blue were used to record LFP. In all experiments,

ON and OFF LFP were recorded in the contralateral superior coUiculus.

Responses were amplified and filtered (Grass 5P11, band pass 3-100 Hz) and

fed into an oscilloscope and a computer. Diffuse light flashes were applied to

stimulate coUicular ceUs. The stimulauon was provided by a slide projector

(bulb HE CBA 500 w) whose light beam was coUimated through electronic

shutters and projected onto the eye. The luminous intensity of the background

was 1.2 cd/m2 and the brighmess of the stlmulatmg light was 120 cd/m2. The

duration of the ON stimulus was 500 msec and the total duration of a

stimiilaûng cycle was 2 sec.

J



37

n 3.3. Drugs aàministration

The NOS inhibitor  )-mtro-L-argmine meth}! ester (L-NAME) was

applied locally in the superior coUiculus (60 mg/ml). A volume of 50 r|l was

injected through the central pipette (tip diameter —15 (J-m) over 30 seconds at

selected sites with a pressure pump. The rate of injecdon was set to 6 (J,l/min.

The first recording was carried out 2 minutes after the injection, then 10

minutes later. Likewise L-argmme (L-ARG) was injected since this drug is

known to up-regulate NO synthesis. The recordings were monitored every 10

minutes untU recoveiy. Maximum effects were usually manifest -within 10

minutes. These parameters of administration were used because in preliminary

tests such a volume and rate did not change LFP waveforms when cerebro-

spinal fluid was injected in the same fashion. Two to three sites were tested per

animal.

3.4. Data analysis

u

Magnitudes and peak latencies were measured from LFP recordings. The

magnitudes of LFP voltages were computed from the baseline to the peak of

the wave. The baseline was calculated as the mean voltage of the 284 ms prior
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to stimidus presentadon. Latencies were measured from the onset of the

stimulus to the peak.

LFP spectral analysis was performed by using a Fast Fourier Transform

(FFT). Hilfiker and Egli [20] have reported that the FFT method is weU suited

for detecting rhythmic components. In our previous study [14], the distribution

of the average of frequency spectra of the evoked field potentials between

PND13 and PND17 revealed that some frequency peaks appeared regularly.

Consequeady, peaks were grouped in the foUowmg frequency bands: 7-12, 13-

18, 19-24, 25-30, 31-36, 37-42. These spectral peaks maybe due to rhythmic

activity such as sequences of excitation and inhibidon which can be revealed by

FFT. Indeed, oscillations are a powerful tool in determmmg the fimcdonal

significance of neuronal acuvides such as feed-back loops, alternating excitation

and inhibidon, high frequency bursts, etc. It is possible that the frequencies

increase as the coUicular network matures. Furthennore one frequency window

may reflect the activity of only one particular population of ceUs out of several.

The LFP recordings were digitized -with a sampling frequency of 1 IsHz.

Power spectra values were expressed as ratios of the signal over noise. The

noise is the average power between 250 and 500 Hz. The effect of L-NAME

on power spectra was assessed therefore by calciilatmg the strength of peak

frequency components following drug applicadon as a percentage of the

control strength values. Control power values were set to 100% and the
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corresponding mean value of percent deviadon of drug treatment was

calculated for each of the ON and OFF frequency bands.

Data were analyzed with statisdcal software by comparing mean power

values under control condidons and after dmg administration in each frequency

band. Significant differences between treatment and non-treatment were

evaluated iising the paired t-test. Results were deemed to be significant when

P<0.05.

3.5. Histology

J

lonotophoredc Injections of Oiicago sky blue (30 mA current for 10 sec)

were made in order to determine the position of the recording tip in the

superior colliculus. At the end of experiments, animals received an overdose of

anesthetic and were perfused with phosphate buffer followed by fixative (4%

paraformaldehyde, 0.2% glutaraldehyde and 0.03% picric acid in 0.1 M

phosphate buffer). Brains were preserved in fixative for a few days and then cut

with a vibratome into 50 or 100 [im serial series.

Visual placement of the electrode in the SC is possible at the early ages

studied because the cerebral cortex does not cover the tectum. In this way,

electrodes penetrated close to the center of the coUiculus in both medial-lateral
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n and anterior-posterior axes. Histological observadons of the depth of the

electrode verified that the tip was always in the superficial layers of the

coUiculus (superficial grey).

L/
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The effects of manipulation of NO levels on visual processing in

developing and adult SC were assessed from electrophysiologlcal recordings

from a total of 26 pups and 7 adults. Pups were subdivided mto the three age

groups according to EO. The first group formed 8 pups prior to EO (PND12-

PND14). The second group included 8 pups around EO (PND15-PND16)

whose eyelids were open in half of PND15 pups. The third group contained 10

pupsafter EO (PND17-PND19).

4.1. Effects of NOS blockade upon LFP

J

No visual responses were ever recorded before PND12 animals,

confinning previous findmgs [28]. At PND12 and older, collicular ON and

OFF evoked LFP were elicited from the superficial gray layers by diffuse fksh

onset and flash offset, respectively.

ON responses: Fig. 1 displays representative examples of the effects of NO

down-regulation upon LFP evoked by flash onset (ON responses) for different

age groups. In tracings st A (normal controls), ONLFP became more complex

with age. In general, the adult waveform is polyphasic with at least 5 negadve-
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going and 5 positive-going peaks. Dyer and Annau [11] reported similar wave-

shapes. In controls (A), adult latencies were up to three times shorter

(26.6±1.25 ms) compared to developing animals (92.8±8.6 ms). In PND13

aninuls, the drug applicadon (5) selectively reduced the amplimdes of long

latency components (^200 ms) of ON evoked responses (-61±12% relative to

control responses). At PND15 and a third age group (not shown), neither

earlier nor later ON evoked responses were influenced by L-NAME (B).

Conversely, m adults NOS inhibidon (B) resulted m a potenuation of later

visual responses up to two times compared to control responses (+118 ±25%).

Recovery is shown m tracings at C

OFF responses: After flash extmcdon, offset stimulus evoked OFF LFP in aU

age groups (Fig. 1). Prior to injecdon {A), the wave-shape of OFF evoked

potentials revealed maturadonal changes as in ON responses such as shorter

latencies (5 times shorter in adults, 45.1i3.25 ms compared to 215.6±22.5 ms in

PND13). In addidoa, adidts exhibited high frequency components. In contrast

to ON responses, collicular applications of NOS inlubitor (S) lead to a

conspicuous increase of OFF responses in all juvenile rats (PND13,

+195 ±65%; PND15, +187±67% and the third age group (not shown)). In

adults, the NO synthesis blockade (B) diminished the magnitudes of the evoked

potendals (-50±11%). Compared to ON responses, the effects of the L-NAME
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ON component versus —120% for OFF component).

J
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Figure 1: ON and OFF visually evoked field potentials were recorded from
superior coUiculus prior to injection (A), 10 mm post-injecdon of L-NAME (S)
and after recovery (C). Ages: PND13, PND15 and adult. Note that OFF
responses exhibit more oscillatory patterns after NOS blockade in PND13 and
PND15 while in adults this rhythmicity declined. ON responses were sl^hdy
decreased by the NO down-regulation in PND13, remained imchanged m
PND15 and increased m adults. Each trace is a summadon of 50 stimuladons.
PND=post-natal day. Calibrations: Horizontal=1300 ms, Verdcal=300, 400
and 500 ^V for PND13, PND15 and adult, respectively.
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4.2. Effects of NO synthesis inhibition upon rhythmicity

ON and OFF evoked LFP were analyzed separately using the Fast

Fourier Transform (FFT) method to obtain their frequency spectra. This

enables us to analyze the effects of NO synthesis upon oscillatory patterns of

the responses. In the foUo-wing, we focus exclusively on the influence of NO

manipulation upon frequency components.

ON responses: Fig. 2 displays typical frequency spectra of ON responses of

the three age groups. In controls (trace A), FFT analysis indicates that ON

evoked potentials contained predominately slow frequency components (10-16

Hz) for aU age groups. During NO synthesis blockade (S), the power of

medium (16 Hz) and high frequency (25 Hz) peaks decreased respectively by

56% and 93% at PND13, whereas no effect was seen at PND15 (B) and at the

third age group (not shown). In adults, the high frequency peak (24 Hz)

increased threefold (290%) after NO down-reguladon (5). Recovery is

Illustrated at C; aU values were restored close to the control levels. Interestingly,

in all ages lower components of frequencies (7-12 Hz) renuined relatively

imaffected after the L-NAME administradon.

J
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Figure 2: FFT spectra of ON field potentials. Responses were analyzed with
Fast Fourier Transfonn (FFT) (time window=512 ms) prior to injection (^1), 10
min post-injecdon of L-NAME (S) and after recovery (Q. Ages: PND13,
PND15 and adult. NO synthesis blockade decreased the power of medium (14
Hz) and high frequencies (^20 Hz) in PND13; while in PND15, no effect
emerged. Conversely, in adults, the NO down-regularion increased the
magnimde of high frequencies C>2Q Hz).
Abscissa: frequencies, ordinate: power. Numbers on FFT spectra indicate the
frequency of a pardcular peak. PND =post-natal day. Callbrarion:
horizontal=31 Hz, verdcal=1.5.
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n OFF responses: FFT analysis of the OFF component of responses of the

three groups is fflustrated in Fig. 3. In control cases (A), the frequency spectra

from younger to older rats show that high frequency peaks (>20 Pïz) emerge

prominendy in adults. NO down-reguladon (B) induced an overall facilitator^

effect upon OFF responses in the first three age groups (PND13, PND15 and

the third age group (not shown)). Indeed, at PND13, medium (14 Hz) and high

frequencies (20 Hiz) increased by 70% and 44%, respectively, after L-NAME

application (S). At PND15, NO synthesis Inhibition (B) enhanced high

frequencies (21 and 27 Fîz) by 152% and 200%. However, in adults, an inverse

effect was observed, that is, the power of high frequencies (24 Hz) decreased

by 67% after NOS blockade (5). As in ON components, there was no change

in the power of OFF lower frequencies (7-12 Hz) during NOS mhiblrion.

J
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Figure 3: FFT spectra of OFF field potentials. Responses were analyzed wltli
Fast Fourier Transform (FFT) (time window=512 ms) prior to injecdon ÇA), 10
min post-injecdon of L-NAME (5) and after recovery (C). Ages: PND13,
PND15 and adidt. NO synthesis blockade Increased the power of medium (14
Hz) and high frequencies (^20 Hz) in PND13; while in PND15, it potentiated
high frequencies (^20 Hz). Conversely, in adidts, the NO down-regulation
decreased the magnitude of high frequencies (^20 Hz).
Abscissa: frequencies, ordinate: power. Numbers on FFT spectra indicate the
frequency of a particular peak PND =post-natal day. Calibration:
horizontal =31 Hz, vertical=1.5, 1.75 and 3 for PND13, PND15 and adult,
respectively.
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4.3. Averaged effects of NO down-regulstion upon oscillatoiy

pattern

u

Spectral frequencies were divided into six major ranges of frequencies (7-

12; 13-18; 19-24; 25-30; 31-36 and 37-42 Hz). Power values foUowing L-

NAME administrauon were nonnalized relative to values prior to mjecdon

(100% corresponds to control values) for each frequency band. Effects of NO

synthesis inhibition upon ON and OFF frequency bands were summarized in

Fig. 4 bypooUng data from several group-matched individuals.

ON responses: Fig. 4 Illustrates the averaged changes due to NOS inliibiuon

upon ON frequencies. Before EO (A), L-NAME reduced the rhythmicity of

responses. This effect was lately manifest m all ranges of frequencies [55±23%

(P<0.001); 37±14% {P<O.Q01); 41±22% (P<0.05); 21±10% (P<0.05) and

39±12% (P<0.05) in 13-18; 19-24; 25-30; 31-36 and 37-42 Hz ranges

respectively]. Around EO (5) and Immediately after EO (C), ON components

were unaffected by the drug appllcadon. In contrast, in adults (D), 19-24 Hz

osclllatoiy components were enhanced by 60±48% (P<0.05). The slowest

frequencies (7-12 Hz) remained unchanged in all groups.

OFF responses'.V^. 4 displays the averaged effects of NO synthesis blockade

upon OFF frequencies. The major effect of L-NAME was a potenriadon of
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18 Hz) and high (19-24 Hz) frequencies increased in power by 116±73%

(P<0.001) and 119±46% (P<0.05), respecrively. In the second group (5), high

(19-24 Hz) and much higher (25-30 Hz) frequencies were aU enhanced by

108±52% (P<0.05) and 90±45% (P<0.05), respectively. Again, m the third

group (C) 19-24 Hz, 25-30 and 31-36 Hz bands were facilitated by 38±21%

(P<0.05), 53±40% (P<0.05) and 109±31% (P<0.05), respecdvely. In contrast, m

adults (D), the NOS inhibitor reduced magnitudes of high frequencies (19-24

Hz) by 39±23% (P<0.05). Thus, during development, NO down-regulation

resulted in a transient but significant increase of rhythmicity at mediiim and

higher frequencies. Again, the slowest frequencies (7-12 Hz) exhibited no

significant reaction to NO synthesis inhibluon in all the age groups.

J
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Figure 4: Averaged effects of NO inhibitor application upon oscHlator^ ON
and OFF field potentials. Spectral frequencies were divided Into 6 major
components for both ON and OFF evoked responses. The relative amplitude
changes were calculated for each component of frequencies for ON and OFF
responses, respecdvely. Ages: PND13-14=before (A), PND15-16=during (5),
PND17-19=after eye opening (Q and adult {D). PND=post-natal day,
SE ==Standard error. The ;:' indicates a significant difference between L-NAME
treatment and non-treatment (t-test, P0.05).
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Table l siunmarizes In a semiqualitarive way, the evoludon of the effects

of L-NAME with age and response-type. First, NO down-regulation resulted in

a dual effect depending on age and response-type. In juveniles, NO synthesis

inhibition decreased and increased rhythmlcity m ON and OFF components,

respectively, whereas the opposite effects were seen in adults. Second, the table

shows that OFF high frequency components (range 19-24 Hz) were enhanced

at all juvenile ages. In adults, the effect of the NOS inhibitor was limited to this

range.

J
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FND
13-14

ONrespwtses

PNB
15-16

PND
17-13

OFF responses

ADULT FND
U-14

FND
15-16

FND
17-18

ADULT

7-î2Hî 0 0 0 0 0 0 0 0

33-16 Iî ^ 0 0 0 T 0 0 0

Î9-24K ^ 0 0 û T t t ^
25-3QÎS; JJ 0 0 0 0 t -t Q

31-36  -a 0 0 0 0 0 ï 0

37-42, Hi ^ ^ 0 0 N/A N/A N/A •^

Table 1: Evolution of the effects of L-NAME -with age and response-type.
Downward and upward arrows stand for inhibition and facilitation respecdvely.
No frequencies above 36 Hz were recorded in Immature OFF responses
(N/A).

J
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Fig.5 displays typical examples of the L-NAME application effects upon

ON and OFF single cell acdon potentials that were recorded simultaneously

with evoked LFP at PND15 and PND18. Excitadon coincided with burst

activity. These cells responded to both steps of the stimulus even though the

OFF dischai^e was more robust. The first ceU (PND15) responded in a

relatively tonic fashion with spike activity gradually declining with time (A2').

The second cell (PND18) responded with transient periods of excitadon ÇA!).

During L-NAME application, as described in the previous sections, the OFF

osciUauons m LFP Increased m magnitude (Bî). Interestingly, NOS blockade

increased OFF oscillatory bursts in both animals (52), indeed, the OFF firing

appears as a succession of short bursts of excitation.

J
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Figure 5: ON and OFF field potentials and action potential spikes were
recorded simultaneously from SC in PND15 and PND18 animals prior to
mjection (A) and 10 min post-injecdon of L-NAME (B). Negative field
potentials coincide with spike occurrence. NO down-regiilation produced
better oscillatory acdvity within OFF evoked responses {Bl and BÎ).
Calibrations: 400 ju,V for field potentials and 30 spikes for action potendal
spikes.
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To test the relationship of NO and ON and OFF responses, we

reasoned that increasing NO should produce opposite results. The amino acid

L-ai^inine (L-ARG) is a NOS substrate. Hence increasing L-argmine quantity

enhances endogenoiis NO production [24]. Fig. 6 illustrates the effect of NO

up-regulation on ON and OFF evoked LFP. L-ARG admmistration (Fig. 65)

residted m effects opposite to that seen with NOS down-regidaûon. For

instance, long latency (> 200 ms) ON LFP magnitudes were potentiated in

developing rats (+80% in PND13 and PND15 animals relative to control

values, black arrow). In adults, the long latency oscillations declined (-70%,

empty arrow). In contrast, OFF evoked potentials diminished in developing

pups (-50% in PND13 and PND15 black arrowhead) and increased in adults

(+90% empty arrowhead). These effects are contrary to down-regulation of

NO.

J
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Fig. 6
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Figure 6: ON and OFF visually evoked field potentials were recorded from
superior colliculus prior to injecrion ÇA), 10 mm post-mjecûon of L-ARG (5)
and after recovery (Q. Ages: PND13, PND15 and adult. Note that ON
responses exhibit more oscillatory patterns after NOS blockade in PND13 and
PND15 while in adults, this rhythmicity declined. OFF responses were
decreased by the NO do-wn-regiilation in PND13 and PND15 and increased in
adults. Each trace is a summadon of 50 stimulations. PND=post-natal day.
Calibmtions: Horizontal=1300 ms; Verdcal=300, 400 and 500 juV forPND13,
PND15 and adult, respectively.
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5. Discussion

D

While neuroanatomlcal smdies have produced mtriguing alterations in

the developing retinotectal pathway by altering NO levels [13,27,43,48,50],

much less has been reported and even less is understood about the

physiological mechanisms of NO in developing pathways. We believe that

osclUadons of local field potentials are an important indicator of pathway

development so we manipulated NO levels to observe the effects on evoked

retinotectal responses. The results of our mvesdgauon reveal that locally

inhibiting endogenous coUicular NOS byL-NAME reduced ON and facilitated

OFF oscillations of visually evoked LFP in the developing rat. Furthemiore,

these same protocols lead to an opposite effect on adult oscillations. Thus,

adult ON and OFF rhythmicity Increased and declined, respecdvely, following

L-NAME application. Conversely, up-regulating the NO synthesis by L-ARG

injection produced opposite effects. Finally, it is worth noting that slow

components were unchanged by injections. Our results with L-NAME and L-

ARG complement each other; suggesting that the effects are specific to circuits

that utilize NO as a synapdc transmitter or modulator rather than exerting a

nonspecific influence, which could be induced by the microinjecuon procedure

itself.
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possible mechanism for NO'S effect on oscHladons, namely that NO has a role

in visual pathway development and pruning, and, in addition, that NO and

GABA have been found to interact [33,41].

5.1. NO and visual pathway development

u

A major influence of NO in development has been demonstrated in

immature retinal connections. Most of the available neuroanatomical data

suggest that the synthesis of NO is required for the withdrawal of some

mistargeted axons during development of neuroaal connecdons. For instance,

long-term inhibiuon of NO synthesis slowed the normal eliminauon of a

transient ipsilateral retinotectal projection m both chick [13,50] and rodents

[27,43,48]. Similarly, NO mediates the eliminarion of inappropriately targeted

retinogemculate afférents [7,43], and is necessary for correct retinal patteming

in the optic lobe of Droscphi!a [17]. Short-term manipulauon of NO levels [5]

showed that reducdon of NO synthesis induced a disorganizadon of ipsilateral

retinotectal fibers during the period of axonal refinement. NO has been shown

to cause the coUapse of growth cones and the retracdon of axons of the retinal

ganglion cells in chicks [12] and amphibian [35]. Thus, NO plays a critical role



61

0

^»

in the development and maintenance of retinal arbors within retinofugal

pathways.

Our results may be a physiological maiufestadon of the role of NO on

local circuit development and pathway maturation. In general, rhythmic acdvity

depends upon membrane potendals [25,42] and feed-back loops. Oscillations

are present during pathway maturation, and NO may affect pathway

development through its effects on osciUadons. We show that as the animal

becomes older the frequency range is shifted toward higher values, i.e., the

oscillations are faster. Our finding that oscilladons are faster with age could be

due to increased efficiency of synapric connections -with maturation. This is

likely to be related to the development of complex local circuits, such as feed-

back connecdons, m order to process more complex incommg visiial sumuli

after EO.

It has been shown that NO controls oscHlatory activity at several sites in

the nervous system. In the molluscan olfactory procerebral lobe (PQ, the

application of NO increases the PC oscillation frequency [16,22], whereas

blockage of NO synthesis slows this oscillation [16]. lonotophoretic application

of NO donors potentiates responses of the rat ventrobasal thalamus to sensory

and excitatory amino acid stimuli. [36,37]. And m thalamocordcal neurons, NO

dampens osciUatoty activity [32]. Interestingly, in the superficial layers of
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juvenile mice, NOS-labeled neurons increased in niimber two to direefold

between PND15 and PND21 [6], suggesting a growing role for NO during ages

similar to those in our smdy.

Thus, NO could exert its effects on axonal retracdon and/or synapdc

stabilization by modulating oscillatory activity in local circuits.

Our results show that short ktency responses and slow frequency

components are imaffected by down-reguladon of NO, perhaps because these

responses are the result of direct retlnotectal connecdons not Involving

synaptic connections associated -with NO. We believe that NO acts on local

coUlcidar circuits that produce longer latency and more complex oscillatory

responses.

5.2.NOsndGABA

J

Evidence si^gests an interaction between NO and GABA; they have

been found to have an inverse relationship in concentration and they can be

localized in the same areas. In rat brain, following intraperitoneal mjections of

L-NAME and L-ARG there is an increase and a decrease of GABA

concentration respectively [33]. Interestingly, many retinal axons tenninate on

GABAergic inhibitoiy neurons m the superficial gray layer (SGS) [26].
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Furthermore, NO and GABA co-localize in rat superficial layers of SC [41].

Thus, the influence of NO on synaptic maturadon and Its Interaction, -with

GABA provide a credible explanation for the modulating effects of NO on

oscillations, i.e., a local circuit such as a feed-back loop may produce rapid

sequences of excitation and inhibirion. These loops may be triggered by retinal

inputs, with moduladon by GABA intemeurons and NO feed-back that

produce coUicular reverberating responses to help define and clarify

increasingly complex visual input during development. Furthermore, these

reverberating responses may help to stabilize coUiciilar networks in response to

increasingly complex visual inputs diuing development. For example, as

animais mature, OFF oscitlatory potentials show a pronounced potentiadon of

their higher ranges of frequency after the NOS inlubidon. These events overlap

with the development of GABA-mediated mhibition of SC [38], suggesting that

L-NAME-enhancmg OFF osciUatory activity might be the result of synapric

activity driven by GABA. This time window also coincides closely with high

levels of activity from patterned vision and with the onset of visiial cordcal

input to coUicular response properties [1]. In addiuon, it is weU established that

blocking neuronal impulses dismpts synaptic connecdvity [3,4,18,34,47,52].

Thus, both electrical acdvityand its moduladon by NO contribute to the

development of normal neuronal circuits. Indeed, blocking NOS induced
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increased bursting of the evoked action potentials to OFF stimulus; conversely,

without blocking NOS, there is a more sustained firing rate (Fig. 4). A biu-sting

pattern of acdon potentials wUl reduce the likelihood of coincident spikes since

silent pauses reduce the probability of simultaneous firing between coUicular

neurons. This synchrony appears to be required to augment synaptlc strength

[40].

Recendy, It has been shown that OFF retinal ganglion ceUs exhibit

higher spike rates than ON cells during the period of segregation [30]. Since

NO down-regulation affects ON and OFF oscillations in a different manner, it

suggests these two pathways are ah-eadyfuncdonaUy segregated at the coUlcular

level at the ages we studied. Moreover, the higher firing rate at OFF could

strengthen the acrivadon of feed-back loops, which would produce more

robust oscillations.

In conclusion, our results indicate that L-NAME can selectively

modulate osclUatoiy activity in the rat SC when it is acutely administered. This

is electrophysiological evidence for a specific role of NO upon coUiciilar

oscHlatoiy activity depending on response-type and age. We sicgest that NO

functions in an oscillatory tuning process that modulates stabilizadon of

neuronal connections in the developing SÇ, likely via GABA circuits. In the
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n adult the reversal of the response to NO is an Interesting finding that warrants

further invesdgadon.

J
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Ûiez le rat, les ceUules ganglionnaires rétiniennes représentent la majeure

source entrant dans les couches superficielles du coUicule supérieur

controlatéral (Dreher et al., 1985). Plusieurs expériences ont authentifié

l'immaturité de la voie rétinocoUiculaire du rat à des âges périnataux. En fait,

des études histologiques ont montré que la distribudon des projections

ipsilatérales et controlatérales demeure exubérante après la naissance (Land et

Lund, 1979; Colello et Guillery, 1990; Simon et 0'leaiy, 1992; Simon et al.,

1994). Leur axones sont confusément expansifs dans tout le neuropUe et la

carte rétinotopique acquise suite à rétablissement de ces projecdons midales est

reladvement grossière. Ces ramifications subissent graduellement un

remodelage activité-dépendant qui les restreint à des territoires

topographlquement appropriés. Subséquemment, la carte rétinotopique devient

précise et semblable à celle de Padulte (Frisen et al., 1998).

Dès les premières semaines de vie, une stimiilauon électrique du nerf

optique évoque des réponses postsynapdques excitatrices et inhibitrices

(Molotchnikoff et Itaya, 1993), ce qui témoigne d'une certaine fonctionnalité

des contacts syaaptiques RC En outre, des études électrophysiologiques du CS

du rat en développement, au sein de notre laboratoire, ont montré que les

premières réponses à k lumière se révèlent aux alentours du jour PN12-13

(Itaya et Molotclmikoff, 1990). À cet âge, les potentiels de champs condennent
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seulement des composantes lentes classiques (<10 Hz). Les composantes

rapides (^20 Hz) se dévoilent à partir du jour PN15, date qui marque

Pouverture des paupières (Fortin et al., 1997). Ces oscilladons s'affinnent

davantage à des âges plus avancés pour devenir pliis dominantes et dont la

fréquence s'approche de ceUe de l'adulte (30-35 Hz) (Fortin et al., 1997). Tout

ceci s'effecme sur une période relativement courte, soit en deçà de 3 semaines.

Ces attributs font de cet animal un modèle raisonnablement original pour

mieux étudier le développement du système visuel.

t Ls physiologie des oscilhtions

J

Les réseaux neuronaux oscillatoires sont ublquistes. L'implicadon des

osclUauons dans le codage temporel des propriétés des stimiili a été bien

exploré dans différentes aires visuelles (Gray et al., 1989; Gray et Viana Di

Frisco, 1997; Gray et al., 1992; Eckhom et al., 1993; Shumikhina et

Molotchnikoff, 1995; Singer et Gray, 1995; Molotchnikoff et al., 1996),

olfacdves (Gelperin et Tank, 1990; Laurent et al., 1996; Wehr et Laurent, 1996),

auditives (Decharms et Merzenich, 1996), prémotrices (Donoghue et al., 1998;

Murthyet Fetz, 1996) et dans le cerveau humain (Classen et al., 1998; Ribatyet

al, 1991).
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Le fait d'associer les oscillations à l'encodage de l'mfonnation sensorielle

demeure une proposition valide pour le système olfactif. Oiez les invertébrés

(Gelperin, 1999), ces composantes ondiilatolres peuvent avoir comme fonction

primaire l'encodage de l'informadon par les intemeurones répondant aux

stimuli odorants, résultant en des patrons temporaux cridques pour la

discrimination adequate des odeurs. Leur rôle secondaire consiste en la

segregation spatiale des représentations mnésiques des stimuli odorants dans le

neuropile. Durant l'apprentissage, ces ondes olfactives Indiqueraient la taille et

l'orientadon de la bande mnésique odorante et limiteraient le chevauchement

entre deux bandes adjacentes. Donc, les osciUadons semblent gouverner la

discmninauon spatio-temporeUe des stimuli, du moins pour le système olfactif

des invertébrés. Watanabe et al. (2001) ont attribué à ces réseaux oscillatoires

un nouveau rôle, qui est de détenniner le niveau d'acdvité des neurones qui

reçoivent une afférence des structures oscillantes.

Cependant, cette convendon d'encodage temporel reste encore

controversée dans le système visuel (Ghose et Freeman, 1992; Young et al.,

1992). Dans notre étude, les oscHladons semblent ne pas dépendre des

caractéristiques des stimuli car on a utilisé une stimuladon diffuse très

élémentaire. De plus, Fortin et al. (1999) ont trouvé que l'utilisation de stimuli
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de fonnes et de tailles diverses évoquent des oscillations pratiquement

identiques.

Plusieurs chercheiirs ont tenté de décordquer la source de ces

oscillauons. Ces composantes rythmiques semblent avoir une origine rétmienne

(Uramoto, 1975), thalamique (Sumitomo et Klingberg, 1972) et colliculaire

(Steriade, 1968; Chabli et al., 2000). À ce niveau, les oscillations se manifestent

aussi bien chez le rat adulte que chez le raton. Une riche documentation

témoigne des essais pour décrypter les rôles que peuvent mcamer ces

dynamismes oscillatoires chez l'adulte. Cependant leur apparidon dans les

neurones en développement ne fut établie que récemment et leur rôle dans la

maturadon demeure encore hypothétique.

2. Une rythmicité plus afGrmée en obscurité

^

L'illi.imination et Pextinction de la lumière activent deux systèmes

neiironaux distincts, les canaux ON et OFF, qui évoquent les réponses ON et

OFF, respectivement. Du point de vue morphologique (Wassle et Boycott,

1991) et physiologique (Yamashita et Wassle 1991), ces deux canaux prennent

leur origine dans la rétine. L'analyse des voies visuelles a confinné la

ségrégarion des canaux ON et OFF au niveau du tectum de la grenouille
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(Nakagawa et Matsumato, 2000). En fait, ces deux voies montrent des

distributions spatiales différentes daiis le tectum. Les réponses ON montrent 2

à 3 puits de courants dominants localisés au niveau des couches

rétinoréceptrices, alors que les réponses OFF montrent 4 puits de courants

dans les couches superficielles et l à 2 puits de courants dans les couches

profondes. Des résultats similaires ont été rapportés chez le lapin

(Molotchnikoff et Dubuc, 1977).

etLa plupart des potentiels de champs sont des potendels locaux

proviennent des événements postsynaptiques. Nos résultats montrent que les

pies négatifs des potentiels oscillatoires OFF comcident avec les potentiels

d'acuon enregistrés miildunitau-ement (figure 5 de l'ardcle), suggérant ainsi que

les oscillations sont générées par des boiiffées successives de potendels d'acdon

au sein du CS et coïncident avec l'efference cellulaire.

Des études antécédentes aussi bien sur le CS du lapin (Molotchnikoff et

al., 1975) que du rat (Fortin et al., 1997); ont montré que les réponses évoquées

après la cessation de la stimuladon sont caractérisées par la présence de

potentiels oscillatoires rapides. Chez le rat, l'activité rythmique rapide (>20Hz)

est prépondérante dans les réponses OFF et prend origine au niveau

J
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n coUiciilaire. Dans notre émde, nous avons aiissi repéré des potentiels

oscillatoires plus rapides dans les réponses OFF que dans les réponses ON.

Ce mécanisme périodique, en réponse à des changements d'illiiminaûon

environnementale, entreûendrait une souplesse rapide qui semble être un pré-

requis pour l'adaptadon neiironale. Par exemple, dans la rétine, ces oscilladons

offrent un instrument hautement sensible pour superviser les fonctions

adaptatives neuronales (Dowling, 1967). Dans le coiïicule supérieur, nous

pouvons amsi proposer que cette rythmlcité mamriendralt les niveaux de

dépolarisadon à des paliers suffisants pour optimiser l'exécurion de réponses

subséquentes suite à l'appariuon de nouveaux stimuli dans le champ visuel.

Nous reviendrons sur ce processus adaptatif dans la secdon qui smt.

3. La msnipulstion du N0

J

Après la découverte du rôle de messager neuronal du N0, son

implication dans la modiilation des fonctions synaptiques a été le sujet de

plusieurs études. L'utilisadon pharmacologique des donneurs du N0 et des

Inhibiteurs de la synAèse du N0 révèlent que ce mdical libre est impliqué dans

la régidadon du niveau d'acrivité neuronale dans plusieiirs régions cérébrales.
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Dans l'Introducdon, nous avons cité plusieurs travaiix qui nous ont

incités à étudier l'implication du N0 dans la modulauon des réponses

coUiculaires. Résumons-les. Tout d'abord, le N0 est krgement distribué dans le

CS du rat en développement. Son apogée concorde avec le commencement des

dynamiques oscillatoires au jour PN15. De plus, l'mhibition de la synthèse du

N0 perturbe le processus nonnal du développement des projecdons

rétinocolUciilaires. Dans cette optique, nous avons eu recours à l'inhibiteur de la

NOS (le L-NAME) pour tester son effet sur les réponses coUiculaires ON et

OFF du raton et du rat adulte. Dans ce qui suit, on va discuter les effets

obtenus après inhibition de la syathèse du N0. Deux volets couvrirons notre

champ d'intérêt: les réponses de masse et les osciUadons.

Les potentiels de champs

Notre mvesdgauon s'attachait essentiellement à l'acdvité oscillatoire.

Cependant, la première analyse de nos résultats nous a incités à une analyse des

réponses de masse préalable à toute analyse ultérieure. Effectivement,

l'inhibidon de la synthèse du N0 affectait les réponses à longue latence. Chez

l'adulte, eUe résulte en ime potentiarion significative des réponses ON et une

diminurion significative des réponses OFF (figure l de l'ardcle).
J
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Les études pharmacologiques qui ont jiunelé l'émde des réponses ON

avec ceUe des réponses OFF couvrent surtout le système glutamatergique de la

rétine adulte. L'application du CNQX (le 6-cyano-7-nitoquinoxalme-2,3-dione:

un inliibiteur des récepteurs glutamateiçiques) aux ceUules amacrines renforce

les réponses ON et réduit les réponses OFF (Xin et Bloomfield, 1999).

L'analogue du glutamate, le L-AP4 (2-amino-4-phosphonobutyrate), est

l'inhibiteur universel du canal ON (Nakajmu et al., 1993), il active les mGluR6

et produit ainsi une hyperpolarisarion des ceUules bipolaires ON. Son

applicadon abolit les réponses ON et renforce remarquablement les réponses

OFF des cellules ganglionnaires (Popova et al., 2000). Au niveau du tractus

opdque, les réponses ON s'avèrent aussi être engendrées par l'acuvation des

récepteurs mGluRô car l'élimmaUon de leur gène codant les abolit (Masu et al.,

1995).

Ces effets phannacologiques suggèrent ime influence antagoniste entre la

voie ON et la vole OFF. Nos résultats cautionnent une teUe conclusion. En

effet, l'application du L-NAME dans le CS montre un effet différentiel sur les

réponses ON versiis les réponses OFF. Oiez l'adulte, un reiiforcement des

composantes ON et une réduction des composantes OFF s'est manifestée

après mhibldon de la synthèse du N0. Œez le raton, cette inhibidon produit

un effet opposé. L'évidence d'une interaction antagoniste entre les réponses
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ON et OFF est ainsi consistante. Il faut rappeler que dans notre émde, les

composantes précoces des réponses étaient systématiquement non affectées

suggérant que le N0 joue un rôle limité ou aucun rôle dans la réponse

rétinocoUiculaire inidale, soit la réponse à courte latence.

Le N0 semble jouer aussi un rôle décisif dans la modulation de l'acdvité

visuelle évoquée au niveau thalamique (Do et al., 1994; Cudeiro et al., 1996) et

cordcal (Cudeiro et al., 1997; Rlvadulla et al., 1997; Kara et Friedlander, 1999).

Les effets du N0 sur la rétine lui ont valu le rôle adaptatif à la lumière.

En fait, les effets obtenus après manipulation du N0 semblent affinner ceux

induits par la lumière. Le N0, comme la liunière, induiraient la contracdon des

cônes (Greenstreet et Djamgoz, 1994). En outre, découpleraient (Miyachi et al.,

1990; Xin et Bloomfield, 2000) et modnleralent la sensibilité spectrale des

cellules horizontales (Yamada et al., 1999).

Dans le sous-chapitre précédent, on a vu que les potentiels oscillatoires

étaient associés aux processus adaptatifs aux changements d'illuminauon

environnementale. Une étude récente sur la rétine du lapin plaide directement

faveur du rôle du N0 dans l'adaptation à la lumière. Ainsi, la libération du N0

est induite par l'adaptation à la lumière (Neal et al., 1998). Dans notre émde, le

NO module les osciUadons colliculaires. Il est donc raisonnable d'assocler ces
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NO module les oscillations coUiculalres. Il est donc raisonnable d'associer ces

dynamismes oscillatoires au processus d'adaptarion à l'éclairage ou à la

cessation de la lumière.

^

L'activité oscillatoire matune

Les transmetteitrs à effet rapide, de l'ordre de la microseconde, sont

indispensables pour les interacuons synapdques impliquées dans la généradon

des acdvités oscillatoires et som amplement sollicités pour acclimater l'acdvité

neuronale. Dans ce contexte, le N0 est l'un de ces neurotransmetteurs

présomptifs et est largement distribué dans le S C Le NO s'est aussi avéré

contrôler l'activité oscillatoire dans plusieurs sites du système nerveux central

adulte.

En premier lieu, le N0 est impliqué dans les circuits dynamiques et la

plasticité synaptlque du système olfactif (Muller, 1996; Te^se, 1996; Kendrick et

al., 1997). Dans le lobe protocérébral, le centre olfactif des mollusques,

I'appUcaUon du N0 renforce les oscillations (Gelperin et al., 2000; Inoue et al.,

2001) alors que le blocage de la synthèse du N0 par le L-NAME réduit ces

oscillations (Gelperin et al., 2000). Ces lythmes olfactifs apparaissent être aussi

modules par le glutamate (Gelperin et Flores, 1997).
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En second lieu, le N0 orchestre la synchronisation entre les cycles

joiimaliers de la lumière environnementale et l'horloge biologique. Dans le

noyau suprachiasmadque hypothalamique des rongeurs, le pacenuker de cette

horloge interne, le L-NAME bloque l'ajustement des lythmes locomoteurs et

circadlens (Ding et al., 199^; Weber et al., 1995).

En troisième lieu, le N0 module le cycle éveil/sommeil. Il agit comme

un signal paracrine sur les cellules mésoponriques cholinergiques du noyau

tégmentaire pédonculopontin et supprime ainsi l'éveil et consolide le sommeÛ

(Datta et al., 1997). Une administradon directe du L-NAME dans le noyau du

raphé dorsal rédmt le sommeil lent et renforce l'éveil (Monû et al., 1999).

Enfin, la libération du N0 dans les neurones thalamocordcaux contribue

à réduire l'acrivité oscillatoire tout en altérant la conductance cadonique

voltage-dépendante probablement entraînée par le système cGMP (Pape et

Mager, 1992).

Tous ces résultats associent la rythmicité à la présence du NO. Or, ce

dernier est largement distribué dans le CS adulte. Dans notre émde, nos

données montrent une augmentation et une réducdon respective de la

puissance des oscillations ON et OFF chez l'adulte (figure 4D de l'artlcle).

Plusieurs évidences nous incitent à admettre une relation étroite entre la
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presence du N0 et l'inhibition. Tout d'abord, plusieurs axones réûniens se

terminent sur les neurones inhibiteurs GABAergiques dans les couches grises

superficieUes (SGS) (Mize, 1992). De plus, Soares-Mota et al. (2001) ont

rapporté une colocalisation du N0 et du GABA dans les couches superficielles

du SC

Dans le cerveau du rat, les concentrations du GABA se renforcent et

s'affaiblissent après une injecdon intrapéritonéale du L-NAME et du L-ARG,

respecuvement (Paul etjayakumar, 2000). Dans le noyau supraoptique du rat, le

N0 inhibe l'acdvité électrique tout en potendalisant la fréqiience des afférences

synaptiques inhibitrices spontanées par son acdon sur les récepteurs GABA^

(Ozaki et al., 2000). Récemment, Pastemack et al. (1999) ont rapporté que dans

le CS du rat, les GABAçR facilitent spécifiquement les aniplitudes des

potentiels de champs alors que les GABÂAR les réduisent. Les intemeurones

GABAeiçiques pourraient être donc une source et une cible potentielles pour le

N0. Il est suggéré ainsi que la signalisadon par le N0 opère en parallèle avec la

transmission synaptique convendonneUe pour synchroniser 1'acrivite neuronale

en sculptant le patron temporel des potendels d'action par une acdon

modulatrice des hyperpolarisadons.

En conséquence, la moduladon des potentiels membranalres inliibiteurs

par le N0 fournit un mécanisme robuste pour modifier les potentiels
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oscillatoires coUiculaires en synei^ie avec une boucle de rétro-control. On a

trouvé que la manipulation pharmacologique aiguë de la synthèse du N0

résrdte en la modulation de l'actlvité rythmique des réponses colliculaires. Nos

résultats, avec ceux mentionnés ci-dessus, convergent vers un processus de

fluctuation des potentiels membranalres N0-dépendant, possiblement

gouverné par une boucle rétro-control inhibitrice. L'augmentation des

oscillations pour les réponses ON parallèlement à leur diminution pour les

réponses OFF chez l'adulte peuvent être dues à l'antagonisme réciproque entre

les voies ON et OFF.

L'activité osciHatoire immatiire

J

Nos données sont les premiers résultats électrophysiologiques montrant

le rôle du N0 dans la modulation de la rythmicité des réponses colllculaires au

cours du développement. On a trouvé que l'inhibiteur de la NOS réduit

significadvement la puissance des oscilladons des réponses ON évoquées juste

avant l'ouverture des paupières (figure 4A de l'article), alors qu'il potentialise les

oscillations OFF chez tous les immatures (figure 4A-Cde l'ardcle).

La majorité des évidences qui ont fait recours à l'inhibidon posmatale de

la synthèse du N0 suggère que le N0 est sollicité poiir le raffinement des
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axones désorientées durant le développement des connections neuronales.

L'mhibition à long-terme de la synthèse du N0 prévient la suppression des

projections rétinotectales ipsilatérales qui sont normalement transitoires et

éliminées durant le développement chez le poulet (Wu et al., 1994; Ernst et al.,

1999) et les rondeurs (Mize et al., 1998; Wu et al., 2000; Vercelli et al., 2000).

Des manipulations à court-tenne (CampeUo-costa et al., 2000) ont montré que

la réducdon de la synthèse du N0 induit une désoi^anisadon de ces projections

durant la période du raffinement axonal.

Pendant le développement des projecrions rétlnogéniculées du furet, le

blocage de la producdon du N0 perturbe la ségrégation des couches laminaires

ON et OFF (Cramer et al., 1996; Cramer et Sur, 1999). Le N0 est nécessaire

pour un patron rétinien correct dans le lobe optique de k drosophile (Glbbs et

Truman, 1998).

Le NO cause aussi l'effondrement des cônes de croissance et la

rétracdon des axones des ceUules ganglionnaires rétiniennes du poulet (Emst et

al., 2000) et des amphibiens (Pîess et al., 1993). Toils ces résultats siégèrent que

le N0 joue un rôle critique dans le développement et le maintien des

arborisations rétimennes au sein du CS.

J



86

0 Le parallélisme entre la présence des osciUadons dans notre émde et la

stabilisadon des synapses mentionnée ci-dessus siiggère que ces rythmes sont

une manifestation physiologique de cette phase de consolidation. Ainsi, plus

l'animal devient mature, plus ces oscillations deviennent robustes. Le

renforcement de l'activité rythmique pourrait être le conséquence de la

sophistication de l'efficacité des connections synaptiques et de la maturation

des circuits locaux. De plus, ceue rythmicité s'avère être régulée par le N0.

Nous pouvons donc suggérer que le N0 participe au contrôle de k stabilisation

des synapses rétinocoUiculaires en modulant l'acûvité oscillatoire au sein de ces

circuits.

Poiir élargir notre discussion, la secdon prochaine traitera de

l'implicauon des récepteurs.

4. L'implication de récepteurs

J

Afin de faciliter Passimilation de nos résultats, il demei-ire pertinent de

nous attarder sur deux éléments qui sont impliqués dans le développement des

projecdons rétmocoUiculaires.
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Les récepteurs NMDA

Le glutamate est le transmetteur présomptif des voies rétmocolllciilaires

(Sahirai et al., 1990) et corticocolliculaires (Fosse et al., 1984). Les récepteurs

NMDA apparaissent au début de développement fœtal, soit la dernière phase

mitotique (LoTurco et al, 1991). Des expériences d'autoradiographie ont

montré qu'ils sont dispersés dans la pardtion superficieUe du CS (Halpain et al.,

1984; Greenamyre et al., 1984; Petralia et al., 1994). De plus, dans ces couches

superficielles du CS des souris en développement, les neurones positifs au NOS

montrent une abondance accme en N0 entre les jours PN5 et PN21 (Cork et

al., 2000). Récemment, on a rapporté que les cellules positives au NOS

expriment les récepteurs NMDA dans la rétine (Wong-Riley et al., 1998) et le

CS du rat (Soares-Mota et al, 2001). Ces travaux suggèrent que les neurones

positifs au NOS participent dans les circuits glutamatergiques du CS.

En outre, l'implicauon des récepteurs NMDA dans la fonnadon et la

stabilisation des cartes neuronales visuelles est appuyée par un nombre

remarquable de résultats expérimentaux. Ces études plaident pour une

interaction assez intime entre le N0 et les récepteurs NMDA et font de ces

récepteurs les candidats potentiels pour la transmission des effets du N0. Le

bloquage des récepteurs NMDA perturbe la rétinotopie dans les projections
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rétmotectales en développement (Orne et Constantine-Paton, 1989; Schmidt et

al., 2000). Dans le CS du rat, le blocage pharmacologique de ces récepteurs

résulte en une formation de cartes aberrantes (Simon et al., 1992). Dans le CGL

du furet, suite au blocage chronique des récepteurs NMDA du jour PN14 au

jour PN21, les axones rétinogémciilés s'arborisent de façon inappropriée

(Hahmetal,1991).

Ainsi, le blocage des récepteurs NMDA prévient la formation des

couches laminaires ON et OFF dans le GGL. Récemment, une étude sur la

rétine des chats (Bisd et al., 1998) a révélé que le blocage posmatal du circuit

glutanutergique perturbe le processus de stratificadon des dendrites des ceUules

gangliomiaires dans la couche plexifonne inteme en couches sous-laminaires

ON et OFF, troublant ainsi de façon permanente la ségrégation fonctionnelle

des voies ON et OFF. Il s'avère donc utile de souligner le rôle cridque des

récepteurs NMDA pour une ségrégation adéquate des voies ON et OFF et de

spéculer pour l'acûoa du N0 via les récepteurs NMDA.

En rapport avec le blocage de la synthèse du N0, nos résultats montrent

une dimmution des oscillations ON chez les ratons ayant les yeux encore clos

(figure 4A de l'ardcle). À cet âge pardculier, les récepteurs NMDA contribuent

considérablement aux courants synapdques (Shi et al., 1997). Ces récepteurs
^
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potentialisant de l'activité oscillatoire peut être conséquent à la disinhibiuon du

GABA Cette suggestion est appuyée par la co-locaUsadon de la NOS et du

GABA dans les mêmes cellules du CS (Soares-Mota et al., 2001), soulignant la

possibilité d'un couplage fonctionnel entre le N0 et le GABA Ces cellules

peuvent ainsi servir comme des intemeurones Inhibiteurs.

En conclusion, nos résultats indiquent clairement que le L-NAME

module sélecdvement l'acdvité oscillatoire dans le CS du rat, et ce après une

administration aiguë. Cette étude présente des données électrophysiologiques

en faveur du rôle spécifique du N0 pour modiiler l'acuvité osciïlatoire

coUiculaire en fonction du type de réponse (à l'illimunation et à l'extmction de

la lumière) et de l'âge. Les effets différentiels de l'inhibiuon de la synthèse du

N0 suivant l'illumination et l'extmction de la lumière soulèvent un

questionnement concernant les mécanismes du "cross-talk" entre les voies ON

et OFF.

Le fait que l'acdvité neiironale contribue à déterminer une connexion

synapdque appropriée (Boss et Schmidt, 1984; Oiapman et Gôdecke, 2000;

Gnuegge et al., 2001; Reh et Constantine-Paton, 1985; Wang et al., 1993; Zhang

et al., 2000) de manière semblable aux effets du N0 fournit un appui pour le

J
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rôle du N0 dans l'élaboration de l'acdvité oscillatoire et ainsi de la morphologie

neuronale.

Gaily et al. (1990) ainsi que Montague et al. (1991) ont

proposé l'hypothèse de la signalisation "volumique" du N0 qui implique ime

transmission diffuse à travers un volume au delà de la synapse classique. Ce

mode de signalisation établit une reladon fugace entre l'acdvité neuronale et

l'acdon du N0. Ils prédisent que l'activité postsynaptique résulte en la

liberation du N0. Les synapses déchaiçeant simultanément avec la libéradon

du N0 devraient être raffennies, alors que ceUes déchargeant de manière non

carrelée devraient être désavantagées. Ils ont proposé qu'un tel mécanisme aide

les arborisations axonales à gagner leur cibles durant les étapes activlté-

dépendantes du développement synaptique. Cette signalisadon "volumique"

serait un mécanisme adéquat pour stabiliser l'acdvité oscillatoire et ainsi la

morphologie neuronale.

J
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r1 l. Expérience contrôle
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Figure 1: Effet du Uquide céphalorachidlen syathérique sur les potentiels de
champs ON et OFF.
A: les réponses visuelles évoquées avant application du LCR.
B, C et D: les réponses visuelles évoquées 10, 20 et 30 minutes après
application respective du LCK.
Les réponses demeiu-aient pratiquement idenuques après administration d'un
volume de 50 T|I. ÈcheUe verdcale: 300|LiV, écheUe horizontale: 1300 ms.
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n 2. Photoniicrogmphîe du CS
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Figure 2: Photomicrographie du collicule supérieur du rat.
La flèche blanche montre remplacement de l'électrode d'enregistrement. Les
flèches doubles horizontale et verticale indiquent l'axe médio-latéral et l'axe
dorso-ventral, respectivement.
M, médian. L, latéral. D, dorsal. V, ventral.
Barre noire horizontale = 300 |j.m.
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