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“ Life would be tragic if it weren't funny.”
— Stephen Hawking
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Introduction

Le motoneurone constitue I'interface entre le systéme nerveux central et le systéeme
musculaire. Cette position remarquable dans I'organisation des réseaux neuronaux en fait
le point de convergence ou « voie finale commune » de la totalité de I'information motrice,
gu’elle soit d’origine centrale ou périphérique. Le motoneurone a donc pour fonction
d'intégrer de nombreuses entrées synaptiques afin de transmettre une excitation
cohérente aux muscles. Ces entrées synaptiques, directes ou indirectes, proviennent a la
fois des voies motrices descendantes (cortico-spinale, vestibulo-spinale, rubro-spinale et
réticulo-spinale), des circuits spinaux (Jankowska 2001) et des systémes sensoriels tels
que les mécano-récepteurs musculaires (organes tendineux de Golgi et fuseaux
neuromusculaires) (Matthews 1972), les organes sensoriels cutanés (corpuscules de
Pacini et Meissner, Cellules de Merkell et terminaisons libres) et articulaires (corpuscules
de Ruffini). Les entrées synaptiques, en maijorité sur I'arborisation dendritique, convergent
vers le soma du motoneurone ou elles sont sommées et déclenchent un train de potentiels
d’action qui transmis aux fibres musculaires généreront leur contraction. On sait, depuis
les travaux du Sir Charles Sherrington, nobélisé en 1932, que chez le mammiféere adulte,
un motoneurone unique innerve un nombre variable de fibres musculaires partageant des
propriétés mécaniques similaires et qu’une fibre musculaire n’est innervée que par un seul
motoneurone (Liddell & Sherrington 1925; Redfern 1970; Jansen & Fladby 1990; Van
Essen et al. 1990). L’'ensemble constitué du motoneurone et de la totalité des fibres qu’il
innerve est désigné, depuis les travaux de Liddel et Sherrington, sous le terme d’ « unité

motrice ».

Considérant sa taille importante par rapport aux autres neurones et sa fonction
précisément définie, le motoneurone fut le candidat idéal pour les premiers
enregistrements intracellulaires de neurones centraux (Brock et al. 1952). C’est en utilisant
cette technique que Sir John C. Eccles a pu étudier la transmission synaptique entre les
neurones et I'organisation des circuits spinaux. Ces travaux lui ont valu le prix Nobel en
1963 (partagé avec Hodgkin et Huxley). Alors considérée comme purement linéaire, on
sait maintenant que lintégration de l'information synaptique est transformée par les
motoneurones de fagon plus complexe (Hounsgaard et al. 1984; 1988). Elle est en effet

modulée par de nombreuses conductances voltage-dépendantes qui participent a définir
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I'excitabilité des motoneurones. La premiére de ces conductances a avoir été décrite
permet un courant calcique entrant persistant (Schwindt & Crill 1984; Conway et al. 1988)
qui peut amplifier les entrées synaptiques (Lee & Heckman 1996; 1998a; 1998b; 2000;
Bennett et al. 1998; Hultborn et al. 2003). Plus récemment, un autre type de courant
persistant, sodique cette fois-ci, a été mis en évidence (Li & Bennett 2003) et semble jouer
un réle important dans le maintien de la décharge (Lee & Heckman 2001; Harvey et al.
2006a). Finalement, certaines conductances membranaires actives sous le seuil de
décharge, comme le courant cationique mixte l,, permettent de filtrer les entrées
synaptiques selon leurs fréquences (Manuel et al. 2007). D’autres courants non voltage-
dépendants tel que le courant d’ « afterhyperpolarisation » (Coombs et al. 1957), modulent
également la décharge des motoneurones (Daniel Kernell 1965). La variété de ces
courants permet aux motoneurones de répondre efficacement aux informations
synaptiques qu’ils regoivent et de provoquer une contraction adéquate des fibres

musculaires innervées.

1/ Hétérogénéité des motoneurones

Les motoneurones constituent une population de neurones trés hétérogéne. On
peut identifier plusieurs catégories de motoneurones en se basant sur le type de fibres
musculaires qu’ils innervent, leurs propriétés électriques intrinseques, leur taille, leurs
propriétés moléculaires ou encore leur place dans les circuits spinaux. En premier lieu, les
motoneurones gamma innervent les fuseaux neuromusculaires (Langley 1922; Kuffler et
al. 1951; Matthews 2011) alors que les motoneurones alpha innervent exclusivement les
fibres musculaires extrafusales. Les motoneurones béta innervent a la fois les deux types
de fibres (Bessou et al. 1965). Parmi les motoneurones béta et gamma, on distingue
encore deux classes différentes sur la base de leur action sur les fuseaux
neuromusculaires. Les motoneurones béta et gamma « dynamiques » innervent les fibres
intrafusales a sacs de type 1 (bag 1) et augmentent la sensibilité du fuseau a coder les
variations de la longueur du muscle. Les motoneurones béta et gamma « statiques »
innervent quant a eux les fibres a sacs de types 2 (bag 2) ainsi que les fibres a chaines et
augmentent le gain du codage de la longueur musculaire (Bessou et al.1965; Emonet-
Denand et al. 1977) (Figure 1). Les motoneurones alpha, bien que partageant globalement

les mémes entrées synaptiques (Mendell & Henneman 1968; Henneman 1985), peuvent
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innerver des fibres musculaires aux propriétés contractiles distinctes. On peut définir trois
catégories d’'unités motrices alpha sur les critéres de la vitesse de contraction de leurs
fibres musculaires et de leur capacité a soutenir une contraction prolongée (Burke et al.
1971; 1973). Les unités motrices de type S (Slow) ont une contraction lente et leur
matériel contractile est résistant a la fatigue, les unités motrices FR (Fast-Resistant) ont
une contraction rapide et sont également résistantes a la fatigue et enfin les unités
motrices FF (Fast-Fatiguable) ont les temps de contraction les plus rapides mais sont
incapables de maintenir une contraction prolongée (Figure 1). Chez le mammifére, chaque
muscle posséde ces trois types d’unités motrices en proportions trés variables. Chez le
chat et le rat, le muscle gastrocnémien médial est par exemple constitué des trois types
d’unités motrices en proportions similaires (Stein and Padykula 1962; Mcphedran et al.
1965a; Burke et al. 1973) alors que le muscle soléaire est presque exclusivement

constitué d’unités motrices de type S (Mcphedran et al.1965b).

On observe une remarquable correspondance entre les propriétés contractiles des
différents types d’unités motrices et les profils moléculaires des fibres musculaires qu’elles
contiennent. Les travaux de Brooke et Kaiser ont tout d’abord permis de distinguer trois
catégories de fibres musculaires (I, IIA et IIB) sur la base de la réactivité de leur ATPase
(Brooke & Kaiser 1970). Grace a la technique de déplétion glycogénique (épuisement des
réserves de glycogéne des fibres musculaires d’'une unité motrice unique suite a sa
stimulation répétée), Burke a mis en évidence '’homogénéité des fibres musculaires au
sein d’'une méme unité motrice et a pu associer les différents profils histochimiques de
fibres musculaires avec les différents types d’unités motrices : I, lIIA et IIB pour les unités
motrices S, FR et FF respectivement (Burke et al. 1971). Les différences de propriétés
contractiles de ces fibres musculaires correspondent a une expression différentielle des

isoformes de chaines lourdes de myosine (Schiaffino et al. 1988).

La technique de déplétion glycogénique a également permis un comptage du
nombre de fibres musculaires contenues dans chaque unité motrice. |l a ainsi été montré
que les unités motrices FF contenaient un grand nombre de fibres a l'inverse des unités
motrices de type S qui n'en contenaient que trés peu ; les unités motrices FR en contenant
un nombre intermédiaire (Burke & Tsairis 1973 ; Figure 1). De fagon intéressante, la taille
du soma de leurs motoneurones ainsi que le diamétre de leurs axones sont proportionnels

au nombre de fibres musculaires qui composent les unités motrices (Burke et al. 1982).
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Les motoneurones S, n’innervant que les fibres a contraction lente, forment les plus
petites des unités motrices et ont ainsi les corps cellulaires les plus compacts. A 'opposé
de ceux-ci, les motoneurones des unités motrices FF ont les somas et les axones les plus
gros (Figure 1). Ces différences corroborent le fait que les unités motrices FF ont une
vitesse de conduction rapide et développent des forces importantes a l'inverse des unités
motrices S qui ont une faible vitesse de conduction et développent peu de force (Burke
1981).

o FF a FR aS
B stat B dyn

= b b2
=
= / Nuclear

chain
_ \g/ fibers

la prim.
Il sec.

Figure1. Représentation schématique des différents types d'unités motrices. Les motoneurones a innervent
exclusivement les fibres musculaires extrafusales. Parmi eux, les motoneurones FF ont les plus gros corps cellulaires et
les plus larges diameétres axonaux, ils innervent un grand nombre de fibres musculaires extrafusales de type IIB. Les
motoneurones FR ont des corps cellulaires et axones lIégérement plus petits et innervent un nombre intermédiaire de
fibres musculaires de type IIA. Les motoneurones S sont les plus petits des motoneurones a (corps cellulaires et
axones) et innervent un petit nombre de fibres musculaires de type I. Les motoneurones 8 sont des motoneurones
squeletto-fusimoteurs : ils innervent a la fois des fibres musculaires extra- et intrafusales. Les motoneurones 3 statiques
innervent des fibres extrafusales IIA et des fibres intrafusales a sac de type 2. Les motoneurones 3 dynamiques
innervent des fibres extrafusales de type | et des fibres intrafusales a sac de type 1. Les motoneurones y innervent
exclusivement les fibres intrafusales. Les motoneurones y statiques innervent les fibres a sacs de type 2 et les fibres a
chaine nucléaire. Les motoneurones y dynamiques innervent les fibres a sacs de type 1 uniguement. Dans les muscles,
les fibres musculaires extrafusales des différents types sont organisées en mosaique alors que les fibres intrafusales,
plus petites sont encapsulées dans les fuseaux neuromusculaires. Ces fuseaux sont également innervées par des
afférences sensorielles. Les fibres sensorielles /a innervent a la fois les fibres a sacs et a chaines en leur partie
équatoriale alors que les fibres sensorielles du type Il n'innervent que les fibres a chaines dans leur partie juxta-
équatoriale. Adaptée de Manuel & Zytnicki 2011.



De par la variété des propriétés contractiles des fibres musculaires, I'ordre dans
lequel les unités motrices sont recrutées est important pour la gradation de la force
développée par le muscle. L’excitabilité d’'un motoneurone est généralement quantifiée par
la quantité de courant nécessaire pour le recruter (pour émettre un potentiel d’action),
ainsi que par le gain de sa relation entrée-sortie. Or I'excitabilité des différents types de
motoneurones est étonnamment bien adaptée a la fonction supposée de leur unité motrice
(Daniel Kernell 2006). Les unités motrices S et FR sont principalement impliquées dans
I'activité posturale qui nécessite une tension musculaire constante sur de longues durées.
Or ces unités motrices sont les plus excitables, c’est a dire que leurs motoneurones sont
capables d'émettre des potentiels d’actions en réponse a des courants synaptiques
modérés. Durant le comportement postural, une faible activité des réseaux spinaux est
donc suffisante pour les recruter afin de produire une contraction musculaire faible mais
tonique. Les unités motrices FF sont quant a elles impliquées dans des mouvements
puissants mais sont trés susceptibles a la fatigue, or elles sont également les moins
excitables. Elles nécessitent des entrées synaptiques plus importantes pour décharger et
ne seront recrutées que pour des mouvements temporaires. Puisque les motoneurones S
sont les plus petits et les FF les plus gros, leur ordre de recrutement suit le « principe de
taille » énoncé par Henneman : plus un motoneurone est petit plus il sera susceptible de
décharger en réponse a un courant synaptique faible (Henneman 1957). Cette relation
s’explique par le lien entre la taille des motoneurones et leur résistance d’entrée, qui est
un facteur important de leur excitabilité. Un petit motoneurone sera électriquement plus
résistant et son voltage sera donc plus sensible aux courants synaptiques percgus. Il sera
donc plus facilement dépolarisé vers son seuil de décharge. Une fois les motoneurones
recrutés, la facon dont ils modulent 'amplitude des contractions musculaires est codée par
leur fréquence de décharge. Un potentiel d’action isolé déclenchera une contraction
unitaire des fibres musculaires et une force relativement faible. Mais lorsque ces fibres
recoivent un train de potentiels d’action, leurs contractions vont se sommer d’autant plus
que la fréquence du train sera grande. Une fois recrutés, les motoneurones doivent
décharger a une fréquence adaptée pour produire la force musculaire souhaitée pour un

mouvement donné.

Les propriétés d’excitabilité des motoneurones différent entre les espéces selon les
besoins de leurs comportements respectifs (la fréquence de la locomotion est par exemple

beaucoup plus rapide chez la souris que chez le chat). Largement étudiées chez le chat et



le rat, ces propriétés n’avaient pas été décrites chez la souris jusqu'a récemment. Or la
souris devient un modeéle de référence pour I'étude de la physiologie des motoneurones
depuis la démocratisation des modéles transgéniques. C’est la raison pour laquelle mon
équipe a investi beaucoup d’efforts pour mettre au point une préparation permettant des
enregistrements intracellulaires stables de motoneurones spinaux de souris in vivo. Mon
eéquipe a ainsi été la premiére a caractériser les propriétés passives et les propriétés de
décharge des motoneurones spinaux de souris adultes (Manuel et al. 2009; Meehan et al.
2010). Ce travail a mis en évidence un phénoméne d’oscillation du potentiel membranaire
a haute fréquence (100-150Hz) qui n’avait pas été décrit dans les motoneurones de chats.
Ces oscillations sous-seuil jouent un role dans le recrutement des motoneurones et dans
leur décharge. Elles prennent place entre les potentiels d’action et définissent un régime
d’oscillations de mode mixte (MMOs pour Mixed Mode Oscillations), caractérisé par
l'alternance d’événements de faible amplitude a haute fréquence (les oscillations) avec
des événements plus amples a basse fréquence (les potentiels d’action). Le mécanisme

responsable de 'émergence de ces MMOs n’était alors pas connu.

La premiére partie de mon travail de thése a donc été consacrée a I'étude du mécanisme

responsable du régime d'oscillations de mode mixte.

2 | Sclérose Latérale Amyotrophique

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), encore appelée « maladie de
Charcot », est une pathologie neurodégénérative caractérisée par une atteinte spécifique
des motoneurones spinaux, bulbaires et corticaux. Son incidence, comprise entre 1,5 et
2,5/100000 (McGuire et al. 1996; Logroscino et al. 2010), fait de la SLA la maladie
neurodégénérative des motoneurones la plus répandue. Les individus des deux sexes
sont concernés par cette pathologie avec une légére prédominance masculine (1.5/1)
(Logroscino et al. 2010). La pathologie se manifeste autour de 60 ans en moyenne et peut
se présenter sous deux formes principales : la forme « spinale », qui débute par I'atteinte
des membres, et la forme « bulbaire », qui débute par I'atteinte des muscles faciaux et
gutturaux. La forme spinale représente les deux tiers des cas. Les premiers symptédmes
comportent un affaiblissement musculaire, des pertes d’équilibre, une maladresse dans

les mouvements de la main et une raideur musculaire (spasticité). Elle est due a la



dégénérescence des motoneurones situés dans la moelle épiniére. Dans la forme bulbaire
de la maladie, les patients commencent par rencontrer des difficultés d’élocution et une
géne lors de la déglutition. Elle correspond a la dégénérescence des motoneurones situés
dans la région du cerveau qui commande, entre autres, les mouvements de la langue et
du palais : le bulbe rachidien. Ces deux formes peuvent se succéder ou se développer
simultanément mais la maladie progresse dans la grande majorité des cas vers une forme
compléte (spinale et bulbaire). Lors de son développement, la maladie entraine une
atrophie et une paralysie progressive des muscles squelettiques, sous contrdle volontaire,
qui se propage depuis les membres (forme spinale) ou le visage (forme bulbaire) vers le
tronc. Le décés des patients, par insuffisance respiratoire, survient lorsque les muscles du
diaphragme et de la paroi thoracique perdent leur motricité. Le diagnostic clinique n’est
réalisé que trés tardivement dans la progression de la maladie. Il est basé sur la mise en
évidence de signes de latteinte des motoneurones bulbaires ou spinaux par des
enregistrements electroneuromyographiques. Chez les patients, ces enregistrements
révelent une diminution de I'amplitude des potentiels d’action musculaires, une diminution
de la vitesse de conduction motrice ainsi qu’une augmentation de la latence distale a la
jonction neuromusculaire (Couratier et al. 2014). Une grande proportion des
motoneurones a alors déja dégenéreé et le décés du patient survient en moyenne entre un
et cinqg ans aprés le diagnostic. Bien que décrite avec précision depuis 1869 par le
neurologue Jean-Martin Charcot (Charcot & Joffroy 1869), la maladie reste aujourd’hui

sans traitement efficace.

Des mutations sur plus d'une trentaine de génes ont été identifiées chez les
patients SLA (Leblond et al. 2014). Parmi ces génes, celui codant pour la superoxyde
dismutase 1 (SOD1) semble étre le plus fréquemment muté. Des modéles transgéniques
de la maladie ont été créés a partir de ces mutations afin de pouvoir étudier les
mécanismes conduisant les motoneurones a leur dégénérescence (M. R. Turner et al.
2013). Les souris SOD1-G93A, qui expriment la SOD1 humaine mutée, développent une
pathologie dont les caractéristiques sont comparables a celles de la SLA humaine (Gurney
et al. 1994). Elles montrent une dégénérescence spécifique de leurs motoneurones a I'age
adulte qui commence a la périphérie par la dénervation des jonctions neuromusculaires

pour se propager ensuite au corps cellulaires (Fischer & Glass 2007).



De nombreuses hypothéses pour expliquer la dégénérescence des motoneurones
ont émergé des études effectuées sur les modéles transgéniques. En téte, une
excitotoxicité liee au glutamate pourrait étre en cause (Cleveland & Rothstein 2001). Le
glutamate, en concentration excessive, est connu pour sa toxicité a la fois par lI'induction
d’'une entrée massive et délétére de calcium dans la cellule (Roy et al. 1998) et par
'activation des voies apoptotiques via les récepteurs NMDA extra-synaptiques
(Hardingham et al. 2002). Par extension, tous les mécanismes (intrinséques et
extrinséques) augmentant I'excitabilité des motoneurones sont susceptibles d’avoir un
impact négatif sur leur survie via une surcharge calcique lors de leur décharge. Plusieurs
études font justement état de modifications des propriétés électriques des motoneurones
trés précocement dans la maladie (stades embryonnaires et néo-nataux). Leurs résultats
sont toutefois contradictoires. Certains auteurs rapportent une augmentation de
I'excitabilitt membranaire des motoneurones dans les modéeles SOD1 (Pieri et al. 2003;
Kuo et al. 2005; Pambo-Pambo et al. 2009; Martin et al. 2013). D'autres, au contraire, ont
montré une baisse d'excitabilité de ces motoneurones (Bories et al. 2007; Amendola &
Durand 2008). D’autres enfin montrent que [I'excitabilité est maintenue de fagon
homéostatique (Quinlan et al. 2011). Cependant, pour que des modifications de
I'excitabilité des motoneurones soient responsables de leur dégénérescence, |l

conviendrait qu’elles persistent jusqu’au moment de la dénervation.

La seconde partie de mon travail de thése a donc été consacrée a la caractérisation de

'excitabilité des motoneurones dans la souris SOD1-G93A adulte, dans les jours qui

précédent leur dénervation.

La cause d'une potentielle hyperexcitabilité peut également étre d'origine
extrinséque. Une augmentation de la couverture synaptique ou un déséquilibre dans la
balance excitation/inhibition sur les motoneurones peut faciliter leur décharge et favoriser
les entrées calciques. En ce sens, Sunico et collaborateurs (2011) ont rapporté une
diminution des contacts synaptiques inhibiteurs couplée a une augmentation des contacts

excitateurs sur les motoneurones hypoglossaux de souris SOD1-G93A.

J'ai consacré la derniére partie de mon travail a |'étude de la couverture synaptique des

motoneurones SOD1-G93A spinaux et a sa relation avec les vacuolisations dendritigues

exprimées par les motoneurones au cours de la pathologie.




3/ Contenu de la these

Le premier chapitre de ma thése sera consacré a une revue des différents
mécanismes qui définissent I'excitabilité intrinséque des motoneurones. Dans le second
chapitre, jexposerai mes résultats concernant les oscillations de mode mixte observées
dans les motoneurones de souris et leur rapport a I'excitabilité membranaire. Le troisieme
chapitre concernera la Sclérose Latérale Amyotrophique. Les hypothéses concernant ses
mécanismes physiopathologiques ainsi que les connaissances que nous ont apporté les
modéles murins seront passées en revue et I'accent sera mis sur les modifications des
propriétés électriques des motoneurones observées dans la maladie. Le chapitre suivant
sera consacré a mes travaux sur I'excitabilité intrinséque des motoneurones de souris
SOD1-G93A adultes. J'exposerai enfin, dans le chapitre V, mes résultats concernant la
couverture synaptique et la vacuolisation de l'arborisation dendritique dans ce méme
modeéle. Ce manuscrit sera conclu par une discussion de I'ensemble de mes résultats et

de leur apport a la compréhension de la maladie.
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Chapitre | - Excitabilité intrinseque des motoneurones

Bien que partageant des entrées synaptiques communes, les motoneurones d’un
méme noyau moteur possédent des propriétés et des fonctions différentes. Les unités
motrices S, fortement impliquées dans la posture, contiennent des fibres musculaires a
contraction lente. Ces fibres ne nécessitent pas d'excitation a haute fréquence pour se
contracter totalement, mais I'activité posturale requiert que leur excitation soit soutenue
dans le temps. Leurs motoneurones doivent donc produire des trains de potentiels d’action
a fréquence modérée mais de maniére prolongée, de facon a produire un tonus
musculaire constant. Les unités motrices F, au contraire, sont impliquées dans des
mouvements puissants de plus grande amplitude. Leurs fibres musculaires, a contraction
rapide, sont aussi trés fatigables. Elles nécessitent donc des excitations a plus haute
fréquence mais précises dans le temps. Ainsi, les motoneurones F doivent produire des
bouffées de potentiels d’action bréves mais a haute fréquence pour atteindre la fréquence
de fusion tétanique musculaire et ainsi pouvoir produire la force musculaire maximale.
Chaque type de motoneurones doit donc moduler et intégrer les entrées synaptiques
recues de maniére différente pour transmettre aux fibres musculaires qu’ils innervent une
excitation qui correspond a leurs propriétés contractiles et a leur fonction. Pour ce faire,
les différents types de motoneurones disposent de propriétés d'excitabilité spécifiques.
Leur excitabilité définit de quelle fagon et avec quelle facilité il seront en mesure de
transformer les entrées synaptiques qu’ils recoivent des autres neurones en un train de
potentiels d’action. Cette excitabilité, intrinséque a chaque motoneurone dépend d'un
grand nombre de parameétres dont les principaux sont leur morphologie, les populations de
canaux ioniques passifs ou voltage-dépendants qu’ils expriment a leur membrane, leur

localisation et leur densité.
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A / Morphologie des motoneurones

Le motoneurone est la cellule la plus étendue du systéme nerveux des
mammiferes. Les axones des motoneurones innervant les muscles plantaires peuvent
aisément dépasser la longueur d’'un meétre chez I'humain, mais la taille de leur corps
cellulaire et celle de leur arborisation dendritique, dans la moelle épiniere, sont également
tres importantes. Le diameétre de leur arbre dendritique peut dépasser celui de la corne
ventrale elle-méme chez le chat (Rotterman et al. 2014) ou chez la souris (Filipchuk &
Durand 2012). La forme de l'arborisation dendritique n’est pas complétement sphérique,
elle est physiquement limitée par la forme de la moelle épiniére (ce qui est d’autant plus
vrai pour les motoneurones les plus latéraux) et souvent plus étendue dans 'axe rostro-
caudal (Brown & Fyffe 1981; Cameron et al. 1985; Rose et al. 1985; Cullheim et al.
1987a).

De nombreuses descriptions de la morphologie des motoneurones ont pu étre
réalisées par injection de marqueurs intracellulaires (glycine tritiée, peroxydase du raifort,
etc.) dans leurs somas via les micro-pipettes de verre utilisés pour I'enregistrement de
leurs propriétés électriques (Lux et al. 1970; Barrett & Crill 1971; Zwaagstra & Kernell
1980; Brown & Fyffe 1981; Ulfhake & Kellerth 1981; Rose et al. 1985; Cullheim et al.
1987a; Clements & Redman 1989; Kernell & Zwaagstra 1989). Ces données ont permis
de mesurer précisément I'étendue de l'arborisation dendritique des motoneurones ainsi
que leurs propriétés morphologiques. Le motoneurone de chat par exemple, posséde en
plus de son axone, de 6 a 19 arbres dendritiques pouvant s’étendre jusqu’a plus d'1,5mm
(Figure 2A) et la surface totale de sa membrane est de I'ordre de 500 000um? (Cullheim et
al. 1987b). Bien que la taille et la complexité d’'un arbre dendritique dépendent de son
orientation dans la moelle épiniere (Cameron et al. 1983; Cullheim et al. 1987a; Egger et
al. 1980; Rose 1981), d’'une maniére générale la surface membranaire des segments
dendritiques (entre deux ramifications) augmente puis diminue en fonction de leur distance
radiale au corps cellulaire (Figure 2D ; Bras et al. 1987; Cullheim et al. 1987b; Kernell &
Zwaagstra 1989; Rose et al. 1985). Cette surface membranaire est définie par la longueur
et le diameétre des segments dendritiques. Lorsque I'on suit la trajectoire des dendrites, le
diameétre des segments diminue en s’éloignant du corps cellulaire alors que le nombre de
bifurcations, de terminaisons dendritiques ainsi que la longueur des segments augmente

dans un premier temps pour diminuer ensuite (Figure 2A, B et C). La taille et la complexité
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des arbres dendritiques sont également corrélés de fagon positive au diametre de leur
dendrite primaire (Cullheim & Kellerth 1978; Ulfhake & Kellerth 1981; 1983; 1984;
Cameron et al. 1985; Rose et al. 1985; Clements & Redman 1989; Kernell & Zwaagstra
1989b). De la méme fagon il existe aussi des différences de complexité de I'arborisation
suivant le type physiologique du motoneurone, les S ayant une morphologie moins

étendue et moins complexe que les F (Figure 2, Cullheim et al. 1987b).
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Figure 2: Morphologie de I'arborisation dendritique des motoneurones de chat. A. Deux représentations
différentes d'un arbre dendritique marqué intracellulairement a la peroxydase du raifort. Sur la gauche, projection en
deux dimensions dessinée d'aprés observation au microscope. Sur la droite, « dendrogramme » de cet arbre
dendritique. B-D. Comparaison entre un motoneurones F (symboles pleins) et un motoneurone S (symboles vides) du
nombre de branchements (B), de terminaisons dendritiques (C) et d'aires membranaires des segments dendritiques (D)
en fonction de leur distance au soma. Adaptée de Cullheim et al. 1987b.

Cette morphologie trés étendue a des implications importantes pour lintégration
des entrées synaptiques. Les synapses sur les dendrites les plus distales n’auront pas le
méme poids que celles contactant directement le soma du motoneurone. Rall a proposé,
en 1959, que la propagation des courants électriques dans cette arborisation pouvait étre

modélisée en l'assimilant a un cable équivalent au diamétre et aux propriétés électriques
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uniformes. Dans ce modéle, I'arborisation dendritique est transformée en un cylindre de
longueur finie ou les longueurs réelles sont remplacées par des longueurs électrotoniques
(mesures de la compaction électrique du neurone). Ce modéle n’est valable que si les
ramifications des dendrites suivent la « regle des 3/2 » (la somme des diameétres des
dendrites filles a la puissance 3/2 doit étre égale au diamétre de la dendrite mére a la
puissance 3/2 également). Les marquages intracellulaires de cette époque (ions
métalliques, Bleu de méthyléne, Fast Green, etc.) ne s’étendaient toutefois pas au-dela
des dendrites proximales (Kater & Nicholson 1973) et ne permettaient pas une mesure
précise de la surface du neurone, ce modeéle est donc basé sur une estimation globale de
la résistivitt membranaire. Rall a démontré dans ce modéle que la diffusion d’'un courant
électrique dans l'arborisation dendritique du motoneurone dépend de sa résistance
d'entrée et de sa capacité membranaire. Il a également montré que le diamétre des
dendrites jouait un role fondamental dans la propagation des courants (Rall 1969). Il existe
une grande variabilité dans le diametre des dendrites primaires (Bras et al. 1987; 1993;
Kernell & Zwaagstra 1989b; Moore & Appenteng 1991) et dans le ratio de diamétre entre
dendrites méres et filles aux bifurcations (Cameron et al. 1985; Rose et al. 1985; Bras et
al. 1987; Kernell & Zwaagstra 1989a; Clements & Redman 1989). Cette variabilité est
responsable de grandes différences dans les propriétés électrotoniques des différents
arbres dendritiques et induit un biais dans I'estimation de la longueur électrotonique des
motoneurones (Glenn et al. 1987). L’arborisation des motoneurones s’écarte ainsi
légérement de la régle des 3/2 requise dans le modele de Rall, bien que ses résultats
restent dans une trés large mesure toujours valables. Le modéle a toutefois été amélioré
par l'attribution au cylindre d’'un diametre qui augmente puis diminue en s’éloignant du
soma (Clements & Redman 1989; Fleshman et al. 1988; Holmes & Rall 1992).

B / Propriétés passives

La membrane des motoneurones, comme celle de toute cellule nerveuse, se
comporte comme un circuit électrique « RC » incluant une résistance d’entrée et une
capacitance d’entrée en paralléle. La résistance d’entrée est déterminée a la fois par la
géométrie du neurone et par sa résistivité membranaire spécifique. Cette derniere

correspond a sa résistance membranaire par unité de surface, elle-méme déterminée par
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la quantité de canaux ouverts de fagon passive insérés a la membrane (Coombs et al.
1955). Ces canaux, ouverts de maniére constitutive, sont appelés canaux de fuite et sont
permeéables principalement aux ions potassium. Peu sensible aux variations de voltage,
les courants de fuite transitant par ces canaux sont en grande partie responsables du
« potentiel de repos » des neurones (aux alentours de -70mV chez le chat; Powers &
Binder 2001). Il a été démontré, dans les motoneurones de chat, une importante variabilité
dans les résistivités membranaires spécifiques selon leurs trois types physiologiques. Les
motoneurones S ayant une plus grande résistivité membranaire par unité de surface que
celle des motoneurones FR, elle méme plus grande que celle des motoneurones FF
(Barrett & Crill 1971; Burke et al. 1982; Gustafsson & Pinter 1984a; 1984b; Powers &
Binder 2001). Ces différences de conductivité, conjointement avec les différences de taille
observées entre les motoneurones des trois types physiologiques (Les somas étant plus
grands pour les motoneurones FF [50-80um] que pour les FR [50-70um], eux mémes plus
grands que les S [45-70um] chez le chat; Burke 1981), définissent une large gamme de
valeurs de résistances d’entrées pour les motoneurones [0.5-2.6MQ chez le chat (Manuel
et al. 2007), 1.3-7.2MQ chez la souris (Manuel et al. 2009)]. Les motoneurones FF
possedent les plus petites résistances d’entrée, les FR des valeurs de résistance
intermédiaires et les motoneurones S les plus grandes. |l en est de méme pour les
constantes de temps membranaires, qui sont dépendantes de la résistivitt membranaire
et de la morphologie des motoneurones. Elles s’étendent également sur une large gamme
[3.9-14.3ms chez le chat (Zengel et al. 1985), 0.5-4.0ms chez la souris (Manuel et al.
2009)].

Cette gradation de la résistance d'entrée des motoneurones selon leur type
physiologique est en adéquation avec le principe de taille, énoncé par Henneman (1965),
selon lequel les plus petites unités motrices sont recrutées avant les plus grosses. En
supposant un méme courant synaptique recu par tous les motoneurones, ceux de type S,
qui sont les plus petits et qui possédent les plus grandes résistances d’entrée, verront leur
potentiel membranaire se dépolariser plus rapidement que celui des motoneurones FR ou
FF, plus gros et moins résistants. lls seront de cette fagon les premiers a décharger via un
train de potentiels d’action. La rhéobase des motoneurones (courant injecté nécessaire
pour faire décharger le motoneurone) est en effet grandement dépendante de leur
résistance membranaire. Plus un motoneurone aura une résistance élevée, plus son

potentiel sera sensible au courant synaptique. De plus, les plus petits motoneurones,
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possédant une constante de temps membranaire plus élevée, verront la somation
temporelle de leurs événements synaptiques plus importante que celle des gros
motoneurones et déchargeront donc plus t6t. De cette fagon, la force musculaire
développée peut augmenter graduellement avec le recrutement progressif des unités
motrices. De nombreuses études chez 'homme ont montré que le principe de la taille
s’appliquait parfaitement dans de nombreuses taches motrice (Jones et al. 1994,
Feiereisen et al. 1997; Scutter & Turker 1998), le validant comme un principe

physiologique robuste.

C / Courant I,

Le principe de taille a été formulé alors que les motoneurones étaient encore
percus comme des intégrateurs passifs. Or on sait maintenant que la membrane des
motoneurones est riche de canaux voltage-dépendants qui vont jouer un réle majeur dans
leur recrutement et dans l'intégration de leurs activité synaptique. Les courants voltage-
dépendants des motoneurones modulent I'émission de leurs potentiels d’action mais aussi
leur comportement sous-seuil. C’est le cas du courant |, courant cationique mixte qui a la
particularité de s’activer lorsque la membrane du motoneurone est hyperpolarisée. Il est
médié par les canaux de la famille HCN (Hyperpolarized Cyclic Nucleotid activated) dont
une fraction est a I'état ouvert au potentiel de repos du motoneurone et participe ainsi a la
valeur de sa résistance d’entrée. Lorsqu'on applique a un motoneurone un créneau de
courant, la réponse de son potentiel atteint un pic au bout de 15-20ms puis décroit
progressivement vers un plateau qu’elle atteint au bout de 100 ms (Figure 3A; Ito &
Oshima 1965). Le courant I, est responsable de ce phénoméne de fléchissement ou
«sag» du potentiel membranaire (McLarnon 1995). Dans le cas d'un courant
hyperpolarisant appliqué au motoneurone, le courant I, met un certain temps a s’activer
complétement et dépolarise progressivement le potentiel membranaire. Dans le cas d’un
courant dépolarisant, la faction des canaux qui étaient ouverts au potentiel de repos
s’inactive progressivement, hyperpolarisant ainsi le motoneurone. L’'activation du courant
I, est lente, avec une constante de temps de 10 a 50ms (Powers & Binder 2001;
McLarnon 1995). Ceci lui confére des propriétés de filtrage des événements synaptiques a

basse fréquence en s'opposant aux variations de potentiel membranaire avec une certaine
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latence. A l'inverse, du fait de ses propriétés résistive et capacitive, la membrane du
neurone a une impédance qui décline pour les hautes fréquences. La combinaison du
courant I, créant un filtre passe-haut, et des propriétés passives du motoneurone, créant
un filtre passe-bas, induit un pic dans la courbe d'impédance du neurone. Cette propriété
confere au motoneurone une « résonance membranaire » pour les événements
synaptiques de fréquence intermédiaire au alentour de 11Hz chez le chat (Manuel et al.
2007) et 17Hz chez la souris en moyenne (Figure 3B et C; (Manuel et al. 2009). Son
potentiel membranaire sera plus sensible aux courants synaptiques dans cette gamme de

fréquence.
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Figure 3 : Mise en évidence du courant de fléchissement et résonance membranaire des motoneurones. A.
réponse moyenne du potentiel d'un motoneurones (traces du haut) en réponse a l'injection d'une série de créneaux de
courants hyperpolarisants et dépolarisants (traces du bas). La fleche pleine pointe le fléchissement du voltage causé par
I'activation du courant |, au début de la réponse. La fleche évidée montre le rebond du potentiel observé a l'interruption
du créneau. B. Réponse en voltage d'un motoneurone (trace du haut) a l'injection d'un courant sinusoidal (trace du bas)
de fréquence croissante (0-100Hz) et d'amplitude constante (+1,5nA). C. Courbe d'impédance correspondante (module
de l'impédance en fonction de la fréquence du courant sinusoidal injecté). La ligne pointillée verticale indique la
fréquence de résonance (24Hz). Adaptée de Manuel et al. 2009.

Tous les motoneurones n'expriment pas la méme quantité de courant I,.
L’amplitude du « sag », qui dépend de la conductance du courant |,, est trés différente
selon le type physiologique des motoneurones. Les motoneurones F présentent un
« sag » important alors que les motoneurones S n’en présentent peu ou pas (Gustafsson
& Pinter 1984a; Zengel et al. 1985; Manuel et al. 2005). La quantité plus importante de
canaux HCN ouverts au repos dans les motoneurones F contribue donc a leur faible
résistance d’entrée. De cette facon, le courant |, élargit la gamme de résistance entre les
plus petits et les plus gros motoneurones et contribue aux mécanismes qui fondent le
« principe de taille ». Malgré cela, le réle physiologique du courant I, est encore discuté. Il
s’oppose aux variations du potentiel membranaire du motoneurone et a donc pour fonction

de stabiliser son potentiel de repos (Ito and Oshima 1965). Il pourrait également apporter
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au motoneurone des propriétés rythmiques, responsable de l'oscillation entre périodes
d’hyperpolarisation et de dépolarisation qui pourraient étre impliquée dans lactivité
locomotrice. On enregistre en effet un « rebond » du potentiel membranaire a l'arrét d’'un
créneau de courant hyperpolarisant (correspondant a l'inactivation lente du courant, Figure
3A). Dans un cas plus physiologique, I'hyperpolarisation causée par l'activation de
synapses inhibitrices pourrait étre suivie d’'un « rebond » allant jusqu’a la décharge du
motoneurone (Bertrand & Cazalets 1998). Des travaux rapportent également que
I'activation du courant I, limiterait en durée et en intensité les phases d’inactivation des

motoneurones lors de I'activité locomotrice (Kiehn et al. 2000).

D / courant d' afterhyperpolarisation (AHP)

Lorsque les courants synaptiques dépolarisent suffisamment le motoneurone, celui-
ci génére un potentiel d’action. Les conductances responsables de ces potentiels d’action
ont été décryptées deés les premiers enregistrements de motoneurones en voltage imposé.
Ces enregistrements font états d’'un courant entrant rapide responsable de la phase de
dépolarisation du potentiel d’action, suivi d’'un courant sortant responsable de sa
repolarisation (Araki & Terzuolo 1962; Nelson & Frank 1964). Les travaux de Barrett
(Barrett et al. 1980; Barrett & Crill 1980) ont par la suite permis de décrire ces
meécanismes plus en détail: le courant dépolarisant provient d’'une conductance sodique a
inactivation rapide, sensible a la tétrodotoxine et le courant hyperpolarisant est médié par
une conductance potassique a rectification retardée. Les potentiels d’action sont
également suivis par une phase d’hyperpolarisation plus lente et de grande amplitude
(Brock et al. 1952; Coombs et al. 1957; Eccles et al. 1958) appelée
« afterhyperpolarisation » (AHP). De nombreux modeles théoriques ont été créés afin de
modéliser la décharge répétitive des motoneurones (Kernell 1968; Kernell & Sjoholm
1973; Baldissera & Gustafsson 1974a; b; Traub 1977; Traub & Llinas 1977). Dans ces
modeéles, les potentiels d’action sont déclenchés lorsque le potentiel membranaire
dépasse un certain seuil de voltage et la trajectoire du voltage aprés le potentiel d’action
dépend principalement des conductances de fuite et des conductances potassiques lentes
responsables de 'AHP. A chaque fois, la conductance d’AHP a été décrite par ces

modéles comme un facteur important de la régulation de la décharge du motoneurone.
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Le courant d’AHP est un courant potassique dont I'activation est indépendante du
voltage mais dépend de I'entrée de calcium dans le neurone (McLarnon 1995; Rekling et
al. 2000). Il est réduit en absence de calcium extracellulaire (Viana et al. 1993a) ou
lorsque les conductances calciques sont bloquées par des cations bivalents (Hounsgaard
& Mintz 1988; Nishimura et al. 1989; Chandler et al. 1994). De la méme fagon, l'injection
dans le motoneurone de chélateurs de calcium comme I'EGTA ou le BAPTA par
iontophorése le réduisent drastiquement (Krnjevi¢ et al. 1978; Zhang & Krnjevi¢ 1988;
Viana et al. 1993a). Il a été montré que I'application extracellulaire d’apamine permet
également de bloquer complétement ce courant d’AHP dans les motoneurones spinaux de
chat (Zhang & Krnjevi¢ 1987), les motoneurones trigéminaux de cochon d’Inde (Chandler
et al. 1994) ou les motoneurones trigéminaux de rats nouveau-nés (Viana et al. 1993a).
Cette sensibilité a I'apamine indique que le courant d’AHP est médié par les canaux
potassiques SK (Small potassium, en comparaison des canaux BK, Big potassium; Rudy
1988) de faible conductance unitaire inférieure a 20pS (Zhang & Krnjevi¢ 1986; Viana et
al. 1993a; Chandler et al. 1994; Kobayashi et al. 1997). Il a été démontré dans les
motoneurones hypoglossaux de rats nouveau-nés que I'entrée de calcium responsable de
I'activation du courant d’AHP pendant la décharge se faisait uniquement par des canaux
calciques a haut seuil de types « N » et « P », recrutés lors de la phase de dépolarisation
des potentiels d’action et sensibles a 'omega-conotoxin et a 'omega-agatoxine (Viana et
al. 1993B ; Umemiya & Berger 1994). L’insensibilité de la conductance d’AHP au blocage
des autres types de canaux calciques suggére que l'activation des canaux SK est
dépendante de concentrations calciques trés locales et qu’il existe une forte proximité
entre eux et les canaux calciques « N » et « P » dans les motoneurones. La relaxation de
la conductance d’AHP peut se décrire par une fonction quasi-exponentielle ne dépendant
que du temps (Baldissera & Gustafsson 1974b). L’évolution de cette exponentielle est liée
a la constante de temps de fixation du calcium sur les canaux SK mais surtout aux
dynamiques du calcium intracellulaire dont sa diffusion, son excrétion hors de la cellule et
sa fixation par les tampons calciques (Sah 1996; Abel et al. 2004). Bien qu’environ 98%
des ions calcium intracellulaires semblent étre liés aux molécules tampons dans les
neurones (Lips & Keller 1998; Palecek et al. 1999), la concentration intracellulaire de ces
tampons calciques est relativement basse dans les motoneurones par rapport a d’autres
cellules de méme taille (Lips & Keller 1998). Or I'amplitude et la relaxation des influx
calciques intracellulaires sont directement proportionnelles aux capacités de tampon des

cellules (Neher 1995); il a donc été proposé par Lips & Keller (1998) que la faible capacité
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en tampons des motoneurones était responsable d’événements calciques de grande
amplitude mais possédant une relaxation trés rapide lors d’'une décharge rythmique. Ceci
est incompatible avec la cinétique lente de I'AHP observée dans les motoneurones et
suggére que des mécanismes indépendants du calcium (conductances potassiques NA+

dépendantes par exemple) pourraient participer a cette cinétique (Andrade et al. 2012).

Les caractéristiques de 'AHP sont trés hétérogénes parmi les motoneurones: chez
le chat, son amplitude est comprise entre 1 et 20mV, sa durée varie de 40 a 200ms
(Gustafsson & Pinter 1984ab; Zengel et al. 1985; Manuel et al. 2005) et sa conductance
de 0.3 a 1.4pS (Manuel et al. 2005). Ces parametres sont en réalité répartis selon la taille
des motoneurones (Zwaagstra & Kernell 1980) et leur type physiologique (Kernell 1983).
L’amplitude de 'AHP est en moyenne plus importante pour les motoneurones de type S
(4.9 £ 0.6mV), intermédiaire pour les motoneurones FR (4.3 £ 0.4mV) et plus faible pour
les motoneurones FF (3.0 £ 0.2mV) (Zengel et al. 1985). De la méme fagon, la durée de
I'AHP est fortement corrélée aux valeurs de résistance d’entrée des neurones (Gustafsson
& Pinter 1984a). La raison de ces différences dans les caractéristiques de 'AHP n’est pas
connue avec précision. Gustafsson & Pinter (1985) ont suggéré que la cinétique de la
conductance d’AHP soit la méme pour tous les motoneurones mais que la plus grande
conductance |, des motoneurones F leur procure un courant entrant qui diminue la durée
de 'AHP. Cependant cette théorie n’explique pas les différences d’AHP mesurées lors
d’'un train de potentiels d’action alors méme que la conductance |, est en grande partie
inactivée par la dépolarisation. Il a également été montré que la cinétique du courant Iy
n’était pas assez rapide pour affecter la conductance d’AHP (Manuel et al. 2005). Ces
différences pourraient finalement étres dues a une hétérogénéité, selon le type

physiologique du motoneurone, des concentrations en tampons calciques.

Le contréle des parameétres de décharge des motoneurones est extrémement
important puisque la fréquence de cette décharge va déterminer la force que va produire
'unité motrice. Les facteurs qui définissent les fréquences de décharge des unités
motrices sont de fait intimement corrélés aux propriétés contractiles de leurs fibres
musculaires. Comme vu plus haut, la durée de 'AHP varie entre les différents types de
motoneurones. Ces variations jouent un role fonctionnel important dans le contrble de la
décharge puisque 'AHP définit une période réfractaire aprés chaque potentiel d’action en

éloignant le potentiel membranaire de son seuil d’activation. Le groupe de Kernell a
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montré chez le chat que lorsqu’un faible courant était appliqué au motoneurone pour
atteindre la décharge répétée de fréquence minimale, I'intervalle entre chaque potentiel
d’action était égal a la durée de 'AHP (Kernell 1965). Les motoneurones S, possédant un
AHP plus longue, ont donc une fréquence minimale de décharge plus basse que celle des
motoneurones F, ce qui correspond aux propriétés biomécaniques de leurs fibres
musculaires (Kernell 2006). Lors de I'injection d’un créneau de courant, on observe que
les intervalles entre les premiers potentiels d’action sont plus courts que les intervalles
suivants et que I'amplitude de ces potentiels d’action diminue dans le méme temps (Figure
4A) Ce phénoméne d’adaptation rapide de la fréquence de décharge a été décrit aussi
bien dans les préparations in vivo (Granit et al. 1963) qu’in vitro (Mosfeldt-Laursen &
Rekling 1989; Chandler et al. 1994). Les travaux d’lto & Oshima (1965) montrent que ce
phénoméne est en partie lié a une sommation des courants d’AHP: lors du premier
potentiel d’action, seule une fraction du courant d’AHP est recruté; lors du second
potentiel d’action une autre fraction est recrutée se sommant a la premiére et retardant
d’'autant plus le troisieme potentiel d’action et ainsi de suite jusqu’a atteindre une
amplitude stable du courant d’AHP et une fréquence stationnaire de décharge. D’autres
conductances contribuent probablement aussi a cette adaptation rapide de la fréquence
de décharge: Miles et al. (2005) suggérent qu’une inactivation lente des canaux sodiques
responsables des potentiels d’action serait également a l'ceuvre et expliquerait la
diminution d’amplitude des potentiels d’action concomitante a la diminution de leur
fréquence. Une fois la phase stationnaire atteinte, la fréquence de décharge des
motoneurones est particulierement stable. Burke a montré (1970) que cette caractéristique
était particulierement importante pour la physiologie des unités motrices puisque la force
produite par les fibres musculaires pouvait étre profondément altérée méme par de petites
variations de la fréquence de décharge. Le blocage des conductances d’AHP augmente la
fréquence de décharge mais rend aussi la décharge trés irréguliére (Figure 4C) prouvant

I'importance de 'AHP dans la régularisation de la décharge (Manuel et al. 2006).
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Figure 4 : Effets de I'AHP sur la fréquence de décharge. A1. Décharge d'un motoneurones de chat anesthésié (trace
du milieu) et fréquence instantanée (trace du haut) en réponse a l'injection d'un créneau de courant dépolarisant (trace
du bas). A2. Réponse du méme motoneurone lorsque sa conductance d'AHP est augmentée par Dynamic clamp de
0,9uS. Notez que que la fréquence de décharge est réduite, notamment pour les premiers potentiels d'action (symboles
vides), et plus stable qu'en condition contréle. A3. Agrandissement du début de la décharge en condition contrle (trace
fine) et aprés augmentation de la conductance d'AHP par Dynamic clamp de 0,1uS (trace épaisse) La trace du milieu
montre la sommation temporelle de la conductance d'AHP imposée par Dynamic clamp. Les fleches indiquent les
élongations des intervalles entre les premiers potentiels d'action. B. Relations courant-fréquence pour différentes valeurs
de conductance d'AHP. Les fréquences moyennes de décharge ont été mesurées sur la partie stationnaire de la
décharge (symboles pleins des fréquencegramme en A) en réponse a des créneaux de courants dépolarisants de
différentes intensités. C1. Décharge d'un motoneurone en réponse a l'injection d'un créneau de courant dépolarisant et
en présence de BAPTA, réduisant la disponibilité du calcium nécessaire a I'ouverture des conductances d'’AHP. Notez la
haute fréquence et l'irrégularité de la décharge par rapport a la décharge en A1. C2. Réponse du méme motoneurone
lorsque sa conductance d'AHP est augmentée par Dynamic clamp de 0,7uS. La fréquence de décharge est diminuée et
retrouve sa stabilité. Adaptée de Manuel et al. 2006.

Lorsqu’un courant d’amplitude croissante est appliqué dans un motoneurone (cas
d’'une rampe de courant), la fréquence de décharge augmente progressivement suivant
une relation courant-fréquence linéaire de pente faible, définissant la « zone primaire » de
décharge. La gamme de fréquence explorée au cours de la zone primaire permet la

gradation progressive de la force musculaire produite par une unité motrice jusqu’'a sa
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valeur maximale. Comme I'ont montré les expériences de modulation pharmacologique du
courant d’AHP dans le motoneurone ainsi que les modéles théoriques (Viana et al. 1993a;
Hounsgaard & Mintz 1988; Nishimura et al. 1989; Sawczuk et al. 1997; Chandler et al.
1994; Meunier & Borejsza 2005; Manuel et al. 2005; 2006), la pente de la relation linéaire
courant-fréquence (gain) des motoneurones dans cette zone primaire est essentiellement
dirigée par 'AHP. Chez le chat, une fois une certaine fréquence atteinte la relation
courant-fréquence devient moins réguliére et plus pentue, zone définie comme la « zone
secondaire » de décharge. Lors de la transition entre les zones primaire et secondaire, la
trajectoire de la relaxation de 'AHP est modifiée suggérant qu’elle puisse y jouer un réle
(Schwindt & Calvin 1972; 1973; Schwindt 1973). Chez le chat, la durée de cette AHP est
précisément adaptée aux propriétés contractiles des fibres musculaires innervées: pour
chaque unité motrice, elle définit une fréquence de décharge minimale pour laquelle les
contractions unitaires commencent tout juste a se sommer et, apres gradation lisse et
progressive, une fréquence de décharge maximale pour laquelle les contractions sont
totalement fusionnées (Kernell 2006). L’AHP permet donc d’adapter la fréquence de
décharge des motoneurones (Figure 4) et, par extension, d’assurer le contréle de la force

musculaire développée par les unités motrices.

E / courants entrants persistants

a) Courant entrant persistant calcique

La présence de courants entrants persistants a été décrite dés 1980 dans les
motoneurones de chats anesthésiés par les travaux de Schwindt & Crill (1980a; b; c). Leur
étude a été, dans un premier temps, rendue difficile par les limitations techniques de la
préparation; les barbituriques utilisés alors comme anesthésiques dans les expériences in
vivo chez le chat ont en effet la particularité de réduire considérablement les courants
entrants persistants. Ce sont les préparations sur animaux décérébrés, non anesthésiés
réalisés plus tardivement qui ont permis d’en faire une description plus détaillée (Conway
et al. 1988; Crone et al. 1988; Hounsgaard et al. 1988). Lors d’'une dépolarisation lente de
la membrane, la relation courant-voltage des motoneurones arbore une forme en « N »
trahissant I'ouverture de conductances entrantes (Figure 5A, Schwindt & Crill 1977,

Alaburda et al. 2002). Ce courant est également responsable de dépolarisations se
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maintenant sur de longues durées appelées « potentiels de plateau » et lui conférant son
aspect persistant (Schwindt & Crill 1980a; c; Hounsgaard et al. 1988). De la méme fagon,
un bref créneau de courant dépolarisant peut déclencher dans ces motoneurones une
décharge se prolongeant bien au-dela de la fin de la stimulation (Figure 5C) et pouvant
étre stoppée par un créneau de courant hyperpolarisant. La membrane, pour un méme
courant imposé peut donc se trouver dans deux états stables différents: un état quiescent
ou un état plus dépolarisé présentant une décharge lors de Il'activation des courants
entrants persistants. On retrouve cette « bistabilité » membranaire dans la courbe courant-
voltage décrite précédemment: dans une certaine gamme, deux valeurs de voltage sont
possibles pour un méme courant. Dans cette gamme instable, une petite augmentation du
courant recu par le neurone peut faire sauter le voltage de son état bas vers I'état plus

dépolarisé (Figure 5B).

I a été montré dans le motoneurone de tortue que ces courants entrants
persistants sont en grande partie d’origine calcique et transitent par les canaux ioniques
de type « L » (Hounsgaard & Mintz 1988). lIs ont été par la suite décrits de fagon similaire
dans les motoneurones de souris (Carlin et al. 2000a; b), cobaye (Nishimura et al. 1989,
Hsiao et al. 1998)(Nishimura et al. 1989; Hsiao et al. 1998), rat (Li et al. 2004) et chat
(Schwindt and Crill 1980a; c). Plusieurs arguments soutiennent une localisation
dendritique de ces canaux. Les modeles théoriques ont suggéré que le courant entrant
persistant enregistré au soma était mieux expliqué par la présence d’une relation courant-
voltage en « N » exhibée par la membrane sur la totalit¢ de l'arborisation dendritique
(Gutman 1971; 1991; Butrimas & Gutman 1978). La dépolarisation appliquée au soma
serait alors suffisante pour activer le courant entrant persistant jusque dans les dendrites
distales, mais la repolarisation somatique insuffisante pour faire quitter I'état dépolarisé
stable des membranes dendritiques. En conséquence, le courant entrant serait enregistré
de maniére prolongée au soma (Figure 5C). De plus, lorsqu’'une rampe de voltage est
imposée au soma du motoneurone, le courant enregistré arbore un comportement
asymeétrique, dit « hystérétique », entre la branche ascendante et descendante, ce qui
renforce I'hypothése de la localisation dendritique du courant (Figure 5D; Lee and
Heckman 1999; Carlin et al. 2000b). L'amplitude du courant entrant persistant est plus
importante et son seuil d’inactivation plus bas sur la branche descendante que sur la
branche ascendante de la rampe. Enfin, les entrées synaptiques /a, localisées sur

I'arborisation dendritique, sont amplifiées par la dépolarisation du motoneurone, malgré la
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plus grande proximité du potentiel d’inversion sodique (Bennett et al. 1998). Ceci suggére
I'implication de conductances dendritiques produisant un courant entrant supplémentaire
qui correspondrait au courant entrant persistant. La localisation des canaux ioniques
responsables de ce courant a par la suite été confirmée sur 'ensemble de I'arborisation
des motoneurones ainsi que sur leur soma par immunohistochimie (Carlin et al. 2000b;
Simon et al. 2003). Les « potentiels de plateaux » et la « bistabilité » du potentiel
membranaire dont est responsable ce courant peuvent maintenir le motoneurone dans un
etat plus dépolarisé de maniere prolongée et permettent une amplification des entrées
synaptiques. De cette fagon, les courants synaptiques peuvent plus facilement atteindre le
seuil en voltage des potentiels d’action et le motoneurone peut atteindre de hautes
fréquences de décharge plus facilement (Lee and Heckman 1996; 1998a; b; 2000;
Bennett et al. 1998; Hultborn et al. 2003).
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Figure 5: Courants entrants persistants dans les motoneurones et effets sur la décharge. A. Courant
membranaire d'un motoneurone en réponse a l'application d'une rampe triangulaire de voltage. B. Relation courant-
voltage de la trace en A. Le tracé épais correspond a cette relation sur la branche ascendante de la rampe de voltage, le
tracé fin a la branche descendante. L'activation des courants entrants persistants est définie par le point pour lequel la
pente du courant devient nulle sur la branche ascendante et sa désactivation est définie par le dernier point de pente
nulle sur la branche descendante. L'amplitude des courants entrants persistants est mesurée par la différence entre le
courant enregistré au pic initial et le courant prédit par les conductances de fuite. La « bistabilité » de la membrane
prend place dans la gamme de courant comprise entre ceux d'activation et d’inactivation des courants entrants
persistants. C. Effets des courants entrants persistants sur la décharge. Un créneau de courant (trace du bas) initie la
décharge (trace du haut) qui s'accélére durant le créneau et se prolonge aprés son l'arrét, révélant la « bistabilité ». un
créneau de courant hyperpolarisant est nécessaire pour stopper la décharge. D1. Décharge (trace du haut) en réponse a
I'injection d'une rampe triangulaire de courant (trace du bas). La fleche pointe une accélération de la décharge sur la
branche ascendante. La décharge est plus longue sur la rampe descendante qu'elle ne I'était sur la branche ascendante
et un courant négatif est nécessaire pour la stopper. D2. Relation courant fréquence de la décharge. La courbe montre
une hystérésis dans le sens anti-horaire entre la branche ascendante (points noirs) et la branche descendante (points
blancs). A et B adaptées de Lee & Heckman 1999. C adaptée de Hounsgaard & Kiehn 1989. D adaptée de Hounsgaard
et al. 1988.

b) Courant entrant persistant sodique

Plus tardivement, un autre courant entrant persistant, d’origine sodique cette fois-ci,
a été décrit dans les motoneurones. Il contribuerait a la forme en « N » de la relation
courant-voltage des motoneurones et a été décrit dans les motoneurones trigéminaux de
cobaye (Hsiao et al. 1998), hypoglossaux de rats nouveau-nés (Powers & Binder 2003) et
spinaux de rat (Li & Bennett 2003) ou il peut représenter jusqu’a 50% de la totalité des
courants entrants persistants. Son origine est encore incertaine mais il pourrait provenir
d’'une fraction des canaux sodiques transitoires responsables de la dépolarisation des
potentiels d’action. Le modéle d’Hodgkin-Huxley prévoit en effet un courant de fenétre

pour ces canaux sur une gamme de potentiel qui correspondrait a celle de 'activation du
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courant sodique persistant (Hodgkin & Huxley 1952). Il a toutefois été mesuré des
« fenétres » plus grandes et un potentiel d’activation plus hyperpolarisé pour le courant
sodique persistant que ceux prédits pour le courant transitoire. Ceci évoque I'existence
d’'un type de canaux supplémentaire médiant ce courant, a la fois sur les motoneurones (Li
& Bennett 2003) et sur d'autres types neuronaux I'exprimant (French et al. 1990). Ce
courant est actif dans la méme gamme de potentiels que le courant entrant persistant
calcique (Hsiao et al. 1998; Li & Bennett 2003) ou a des potentiels Iégérement plus
hyperpolarisés (Powers & Binder 2003) mais sa cinétique est plus rapide. Le courant
sodique persistant s’active de maniere instantanée alors que le courant calcique persistant
posséde une constante de temps d’activation lente (Crill 1996; Li et al. 2004). Cette
cinétique rapide conférerait au courant sodique persistant un réle important dans linitiation
des potentiels d’action et le maintien de la décharge (Lee & Heckman 2001; Harvey et al.
20063a; b).

Contrairement a ceux des mammiféres, les motoneurones de tortues ne semblent
pas posséder de courant persistant purement sodique. lls possédent toutefois un courant
cationique non spécifique (Ican) qui pourrait tenir le méme rble que le courant sodique
persistant et dont l'activation est dépendante du calcium. L’entrée de calcium via les
canaux de type « L » permettrait I'activation de ce courant qui participerait ainsi au courant
entrant persistant total. La grande majorité des motoneurones semblent exprimer un
courant entrant persistant, suggérant sa présence quelque soit le type physiologique de
'unité motrice. Toutefois, dans les préparations de chat décérébré qui permettent de
s'affranchir de I”anesthésie pour révéler ces courants, Lee & Heckman (1998a; 1999)) ont
constaté que tous les motoneurones ne présentent pas de bistabilité parfaite. 35% d’entre
eux seulement étaient capables de soutenir une bistabilité « compléte » sur de longues
durées alors que les autres ne présentaient qu'une bistabilité « partielle » d’'une durée
inférieure a 3s. lls ont montré que les motoneurones totalement bistables étaient ceux qui
posseédaient les rhéobases les plus petites et les vitesses de conduction axonales les plus
lentes et que les motoneurones partiellement bistables avaient des potentiels d’activation
et de désactivation plus dépolarisés. Ces résultats évoquent des différences dans
'expression de ces courants parmi la population de motoneurones selon leur type
physiologique (Lee & Heckman 1998a; 1999). lIs sont exprimés en plus grande quantité
dans les motoneurones S, les premiers a étre recrutés et renforcent donc le principe de la

taille mentionné plus haut (Heckman & Lee 1999).
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c¢) Réle physiologique des courants entrants persistants

Des travaux sur les motoneurones de chat anesthésié (Powers & Binder 1995) ainsi
que des travaux théoriques (Rose & Cushing 1999) ont montré que les courants
synaptiques atteignant le segment initial de I'axone, ou les potentiels d’action sont émis,
ne sont pas suffisants pour traduire les fréquences de décharge observées dans les
motoneurones lors de [Iactivité locomotrice. Ceci suggére l'existence, dans les
motoneurones, d’un processus permettant 'amplification des courants synaptiques. On
s’accorde aujourd’hui a dire que les courants entrants persistants, calciques et sodiques,
qui sont responsables d’une bistabilité du potentiel membranaire permettent cette
amplification des entrées synaptiques. Les travaux du groupe de Hultborn (Bennett et al.
1998) ont en effet démontré dans les motoneurones de chat anesthésié I'amplification des
courants synaptiques provenant des fibres la (Figure 6A). Dans cette expérience, le
motoneurone est maintenu quiescent par I'application d’'un bloqueur des canaux sodiques
responsables des potentiels d’action (QX-314) et soumis a des entrées synaptiques /a
(réponse sensorielle provenant des fuseaux neuromusculaires) produites par I'étirement
sinusoidal du muscle qu'il innerve. Des potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSEs) /a
sont enregistrés dans le motoneurone. L’amplitude de ces PPSEs augmente lorsque le
motoneurone est légerement dépolarisé, traduisant I'activation transitoire des courants
entrants persistants. Lorsque le motoneurone est dépolarisé de fagon plus conséquente,
la totalité des canaux est activée de fagon compléte et le potentiel de plateau est atteint,
réduisant ainsi 'amplitude effective des PPSEs. De la méme fagon, cette amplification
voltage dépendante des PPSEs est également observée lors de la décharge du
motoneurone. Lorsqu’'une rampe de courant est appliquée au motoneurone sans blocage
de ses potentiels d’action, sa fréquence de décharge instantanée augmente
progressivement. Lors de I'étirement sinusoidal du muscle, cette fréquence instantanée
est modulée par les entrées synaptiques /a du motoneurone. Lorsque la rampe de courant
atteint des valeurs plus élevées, cette modulation de la fréquence instantanée s’intensifie,
traduisant le recrutement des conductances entrantes persistantes (Figure 6B ; Hultborn
et al. 2003). Lee & Heckman ont aussi montré que la « zone secondaire » (par opposition
a la « zone primaire ») de la décharge, qui correspond a une accélération de la fréquence
lorsque le courant injecté lors d’'une rampe atteint des valeurs importantes, était liée a
I'activation des courants entrants persistants (Lee & Heckman 1998a). Bennett a confirmé

plus tard que ces courants avaient un réle important dans I'hystérésis des relations
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courant-fréquence des motoneurones (Bennett et al. 2001a). L’activation des courants
entrants persistants semble requérir une facilitation monoaminergique (serotonine,
neuroépinéphrine) provenant du tronc cérébral (Conway et al. 1988; Hounsgaard et al.
1988). Chez le rat, aprés spinalisation aigle, ces courants entrants persistants sont donc
largement déprimés. Dans ces conditions, la relation courant-fréquence des
motoneurones a un comportement hystérétique dans le sens horaire. Chez les rats
spinaux chroniques, les courants entrants persistants ré-émergent au bout de quelques
semaines et sont responsables d’'une spasticité musculaire (Bennett et al. 2001b). Les
motoneurones enregistrés chez ces animaux montraient cette fois ci une hystérésis dans

le sens anti-horaire.
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Figure 6 : Amplification de I'entrée synaptique /a par les courants entrants persistants. A. Enregistrement du
potentiel membranaire (trace du haut) d'un motoneurone du triceps sural de chat décérébré dans lequel I'émission des
potentiels d'action est bloquée par le QX-314. Le motoneurone recoit des entrées synaptiques la générées par
I'étirement sinusoidal du muscle (trace du milieu). Le potentiel est initialement maintenu hyperpolarisé par l'injection d'un
courant négatif au soma , puis progressivement dépolarisé en réduisant ce courant par paliers (trace du bas). Par
rapport a la situation hyperpolarisée initiale, une faible dépolarisation produit une forte augmentation de I'amplitude des
PPSEs pouvant aller jusqu'a I'activation partielle d'un potentiel de plateau. Lorsque la dépolarisation se poursuit, le
potentiel de plateau s'active complétement et provoque une diminution importante de l'amplitude des PPSEs. B.
Fréquence de décharge (premier tracé en haut) et potentiel membranaire (deuxiéme tracé) d'un motoneurone du triceps
sural de chat décérébré soumis a la fois a une rampe de courant imposée au soma (troisieme tracé) et a une activité
synaptique /la générée par I'étirement sinusoidal du muscle (quatrieme tracé en bas). L'étirement du muscle entraine
I'apparition de PPSEs (* et agrandissement) qui vont moduler la fréquence de décharge du motoneurone une fois son
seuil atteint. Pour une certaine quantité de courant injecté, cette modulation de la fréquence instantanée augmente de
facon brutale. Cet effet est attribué au recrutement des courants entrants persistants par la dépolarisation graduelle des
dendrites. A adaptée de Bennett et al. 1998. B adaptée de Hultborn et al. 2003.
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L’activation des courants entrants persistants a été majoritairement observée en
« tout ou rien ». Or pour une amplification graduelle des entrées synaptiques, une
activation progressive des courants persistants est plus cohérente. Cette amplification

graduelle des courants synaptiques peut toutefois étre obtenue par l'activation de fagon
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indépendante de populations de canaux ségrégées dans des segments dendritiques
distincts (R. H. Lee et al. 2003; Bui et al. 2006). L’amplification des courants synaptiques
lents a jusqu’a maintenant été étudiée de maniére intensive, mais les courants sodiques
persistants pourraient permettre I'amplification des courants plus rapides (Jones & Lee
2006). En effet, la différence de cinétique entre les deux courants entrants persistants
(calcique et sodique) permet aux motoneurones d’amplifier des entrées synaptiques
différentes. Par exemple, les entrées synaptiques proprioceptives la sur le motoneurone
possédent deux composantes, une statique codant la longueur du muscle et une
dynamique codant ses variations (cf. Introduction). Le courant sodique persistant est
capable d’amplifier la résonance sous-seuil créée par le courant I, (cf plus haut) (Manuel
et al. 2007). De cette facon, il amplifie préférentiellement les entrées synaptiques
dynamiques des motoneurones F, possédant une forte résonance (Figure 7). De cette
facon les motoneurones F seront recrutés lors d’une variation de la longueur du muscle
pour, par exemple, rétablir 'équilibre. Par opposition, le courant entrant calcique amplifie
les entrées synaptiques a basses fréquences en réduisant la résonance sous-seuil liée au
courant l,. Dans les motoneurones S, peu résonants, le courant sodique persistant pourra
amplifier les entrées synaptiques statiques et faciliter son recrutement lors de I'activité
posturale (Figure 7) (Manuel et al. 2007). De cette fagon, le motoneurone sera plus

sensible aux entrées synaptiques qui correspondent a sa fonction physiologique.
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Figure 7 : Amplification différentielle dans les motoneurones résonants et non-résonants. A1. Enregistrement du
potentiel (trace du haut) d'un motoneurone (probablement de type F) du triceps sural possédant une forte résonance
sous-seuil a I'étirement prolongé du muscle (trace du bas). A2. Lorsqu'un courant entrant persistant rapide artificiel est
ajouté par Dynamic clamp, la réponse dynamique du potentiel a I'étirement musculaire est amplifiée (fleche pleine). B1.
Réponse du potentiel membranaire d'un motoneurone non-résonant (probablement de type S) a I'étirement musculaire.
B2. Lorsqu'un courant entrant persistant rapide artificiel est ajouté par Dynamic clamp, toutes les composantes de la
réponse sont amplifiées, notamment la composante statique par déclenchement d'un plateau de potentiel (fleche vide).
Adaptée de Manuel et al. 2007.
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F / Variations du seuil des potentiels d'action au cours de la décharge

Le voltage membranaire pour lequel les potentiels d’action sont initiés dépend en
partie de I'état d’activation et d’inactivation des canaux sodiques présents sur le soma, le
cbne de I'axone et son segment initial. La cinétique et la dépendance au voltage de ces
processus d’activation/inactivation ont été décrits dans les motoneurones comme
ressemblant beaucoup a ceux étudiés par Hodgkin & Huxley (1952) dans I'axone géant de
calamar (Barrett & Crill 1980; Schwindt & Crill 1982). La valeur du courant de recrutement
d’un motoneurone soumis a une rampe dépend de la vitesse de cette derniére : Le
courant nécessaire pour le faire décharger sera d’autant plus important que la rampe est
lente. Ce phénoméne est connu sous le nom d’accommodation (Burke & Nelson 1971;
Schlue et al. 1974a; b) et semble étre causé par une légére inactivation sodique sous-seuil
(Frankenhaeuser & Vallbo 1965; Vallbo 1964; Schlue et al. 1974c; Kernell 2006). Les
expériences sur l'axone moteur de chat ont montré que la constante de temps
d’inactivation sodique était de I'ordre de 2 a 4ms (Richter et al. 1974). La dépendance au
voltage et la cinétique de cette inactivation sodique suggérent que le seuil d’activation des
potentiels d’action devrait également varier lors de la relaxation de 'AHP (0.1-0.2mV/ms)
entre deux potentiels d’action (Schwindt & Calvin 1972). Ce phénoméne a été démontré
expérimentalement par l'injection de bréves stimulations a différents points durant
l'intervalle entre les potentiels d’action (Figure 8A; Calvin & Stevens 1968; Calvin 1974;
Powers & Binder 1996; 1999). Le seuil en voltage varie pendant cet intervalle en suivant la
trajectoire de la relaxation de 'AHP. Lorsqu’un créneau hyperpolarisant est appliqué avant
la décharge, son seuil est également hyperpolarisé, démontrant la dé-inactivation du
courant sodique lorsque le potentiel membranaire s’éloigne du seuil de décharge (Figure
8B).
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Figure 8 : Variation du seuil des potentiels d'action durant la décharge répétitive. A. superposition de quatre tracés
d'intervalles entre les potentiels d'action lors de la déchargé répétitive d'un motoneurone lombaire de chat. Sur trois
d'entre eux, une stimulation est délivrée avec un délai différent par rapport au potentiel d'action précédent. La ligne
pointilée montre que le seuil en voltage des potentiels d'action varie au cours de la relaxation de I'AHP. B.
Enregistrement similaire pour un autre motoneurone de chat. Pour deux des trois traces une stimulation est appliquée,
précédée ou non d'un créneau de courant hyperpolarisant. Le seuil du potentiel d'action est abaissée apres le créneau
hyperpolarisant (fleche du bas) par rapport a la trace sans créneau (fleche du haut). Adaptée de Powers and Binder
1999.

Des processus plus lents d’inactivation des courants sodiques ont été décrits dans
de nombreux types cellulaires (Brismar 1977; Rudy 1981; Howe & Ritchie 1992;
Fleidervish et al. 1996; Jung et al. 1997) Les cinétiques de ces inactivations lentes sont
telles que seule une petite fraction des courants sodiques sont inactivés lors d’'un potentiel
d’action unique (Colbert et al. 1997; Junget al. 1997). Cependant, la dé-inactivation lente
permet une accumulation de linactivation pendant une décharge répétitive prolongée
(Colbert et al. 1997; Jung et al. 1997). Cette accumulation peut expliquer la dépolarisation
progressive du seuil pendant la décharge de certains neurones (Schwindt & Crill 1982).
Cette augmentation du seuil est accompagnée par une augmentation du niveau de
dépolarisation moyen de la membrane entrainant une augmentation du recrutement des

courants entrant persistants.
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G / Neuromodulation

La transmission de l'information entre neurones se fait de maniére générale a la
synapse par la libération présynaptique de neurotransmetteurs qui vont ouvrir des canaux
ioniques en se liant spécifiquement aux récepteurs postsynaptiques. Les propriétés sous-
seuil et de décharge des motoneurones peuvent toutefois étre influencées par la
neuromodulation. Certains neurotransmetteurs peuvent se lier a une autre catégorie de
récepteurs, les récepteurs métabotropiques. L’activation de ces récepteurs déclenche des
cascades intracellulaires de seconds messagers qui vont avoir des effets variés sur
'ouverture de certains canaux ou la sensibilité de certains récepteurs. Les motoneurones,
a la fois dans le tronc cérébral et dans la moelle épiniére, sont richement innervés par ces
circuits neuromodulateurs, particulierement par les terminaisons sérotoninergiques et
noradrénergiques. La sérotonine et la noradrénaline ont pour principal effet de dépolariser
le potentiel membranaire des motoneurones (Elliott & Wallis 1992; Hsiao et al. 1998; Inoue
et al. 1999). Cette dépolarisation est associée a une augmentation de I'excitabilité en
réduisant le courant nécessaire au motoneurone pour émettre un potentiel d’action
(Bayliss et al. 1992; Parkis et al. 1995; Hsiao et al. 1997). La sérotonine et la
noradrénaline augmentent également la conductance du courant I, (Takahashi 1990;
Larkman & Kelly 1992; Hsiao et al. 1997) et diminuent les conductances d’AHP en
inhibant les conductances calciques dont dépendent leur activation (Bayliss et al. 1995).
L’effet modulateur de la sérotonine sur 'AHP dépend de l'espéce et du stade de
développement de 'animal. Il est par exemple beaucoup plus important chez le cochon
d’'Inde juvénile (Hsiao et al. 1997) et le rat néonatal (Talley et al. 1997) que chez le rat
juvénile (T. Inoue et al. 1999). Ces différences sont probablement causées par une
expression différente des récepteurs a la sérotonine selon les espéces. La sérotonine a
également des effets sur les courants entrants persistants exprimés par les motoneurones
(Hsiao et al. 1998; Svirskis & Hounsgaard 1998; Harvey et al. 2006a). Une modulation
différente des courants persistants sodiques et calciques pourrait permettre une action
indépendante sur ces deux courants et une amplification différentielle des entrées
synaptiques /a statiques ou dynamiques selon les différents types physiologiques de
motoneurones et leurs fonctions motrices (Manuel et al. 2007). La neuromodulation des
motoneurones influencent leurs relations entrée-sortie en facilitant leur décharge et en
modifiant le gain de la courbe fréquence-courant (Hounsgaard & Kiehn 1989; Lindsay &
Feldman 1993).
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Chapitre Il - Oscillations de mode mixte dans les
motoneurones de souris et leur relation a ’excitabilité

Introduction

Les caractéristiques physiologiques des unités motrices different selon les espéces
pour s’adapter a leurs comportements locomoteurs spécifiques. Les unités motrices de
souris ont ainsi des temps de contraction beaucoup plus courts que celles de rats ou de
chats (Lewis et al. 1982; Bateson & Parry 1983) et permettent des mouvements plus
rapides. Ce faible temps de contraction met les motoneurones de souris dans une
situation particuliére ou ils doivent étre capables de décharger a la fois a haute fréquence
pour atteindre la fusion tétanique de leurs unités motrices et a basse fréquence pour
générer de petites forces. lls requiérent donc une large gamme de fréquence de décharge.
Jusqu’a récemment, les propriétés intrinséques des motoneurones de souris, qui
définissent leur décharge, restaient en grande partie méconnues du fait de limitations
techniques pour produire des enregistrements in vivo stables. Mon équipe a été la
premiére a réaliser ces enregistrements chez la souris adulte anesthésiée (Manuel et al.
2009) et a mis en évidence trois caractéristiques qui permettent aux motoneurones
spinaux de souris cette large gamme de fréquences. Premiérement, ils ont une constante
de temps membranaire plus courte (0,5-4ms) que celles des motoneurones de chats (4-
14,5ms), ce qui leur octroie une fréquence de résonance plus élevée et leur permet de
répondre a des entrées synaptiques a plus haute fréquence (Manuel et al. 2009).
Deuxiemement, leur AHP est plus rapide et leur permet d’atteindre des fréquences de
décharge plus élevées. Troisiemement, leur potentiel membranaire affiche des oscillations
sous-seuil a haute fréquence (100-150Hz) entre les potentiels d’action. La cinétique rapide
de leur potentiel membranaire favorise I'apparition de ces oscillations qui créent un régime
de décharge particulier durant lequel les oscillations suivent 'AHP et retardent le potentiel
d’action suivant un délai variable (Figure 9). Ces oscillations permettent donc une

décharge a base fréquence (2-3Hz) au détriment de sa régularité (Manuel et al. 2009).
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Figure 9 : Oscillations sous-seuil durant la décharge des motoneurones de souris. A1. Décharge (tracé du milieu)
d'un motoneurone en réponse a l'injection d'un créneau de courant (tracé du bas) de 5,3nA. La fréquence instantanée de
décharge est représentée au dessus du tracé du voltage. A2. Agrandissement de la région indiquée par la barre
horizontale en A1. Les pointes de fleches noires indiquent des oscillations a haute fréquence qui prolongent les
intervalles entre les potentiels d'action. B1. Méme organisation qu'en A1, pour un créneau de courant de 5,7nA cette
fois-ci. B2. Agrandissement de la région indiquée par la barre horizontale en B1. Les pointes de fleches noires indiquent
des oscillations et les pointes de fléeches blanches indiquent des intervalles entre potentiels d'action dominés par I'AHP.
C1. Méme organisation qu'en A1, lorsque le courant injecté est augmenté a 7,0nA. C2. Agrandissement de la région
indiquée par la barre horizontale en C1. Les oscillations sont ici absentes des intervalles entre les potentiels d'action.
Adaptée de Manuel et al. 2009.

De telles oscillations n'ont jamais été décrites dans les motoneurones de chats
mais elles pourraient toutefois contribuer a la décharge des motoneurones de rats (Turkin
et al. 2010). En réponse a une rampe de courant, le régime « sous-primaire » de décharge
dont elles sont responsables s’étend jusqu’a des fréquences de décharge allant jusqu’a
40-70Hz. Ce régime montre une alternance de ces oscillations de faible amplitude a haute

fréquence avec les potentiels d’action, de plus grande amplitude mais a fréquence moins
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elevée. Nous avons assimilé ce comportement de décharge a des « oscillations de mode
mixte » (MMOs pour Mixed Mode Oscillations), terme physique désignant un régime
d’alternance d’événements de fréquence et d’amplitude différentes. Lorsque le courant
injecté sur rampe dépasse un certain seuil, la zone « sous-primaire » laisse place a un
régime de décharge « primaire » classique, caractérisé par I'absence d'oscillation et une
plus grande régularité de fréquence. Suite a la description de ces MMOs, nous nous
sommes demandé quels étaient les courants ioniques a leur origine et quels étaient les

mécanismes définissant cette zone sous-primaire.

Des oscillations sous-seuil ont été observées dans différents types neuronaux
(interneurones corticaux, Llinas et al. 1991; neurones pyramidaux, Gutfreund et al. 1995;
etc.) et souvent associées a une résonance sous-seuil. Ce scénario ne semble cependant
pas correspondre aux oscillations rencontrées dans les motoneurones de souris. Leur
fréquence de résonance membranaire est en effet trop basse (7-30Hz) pour expliquer les
oscillations et de plus la résonance disparait lorsque la membrane atteint le seuil de
décharge alors que les oscillations, absentes aux potentiel de repos, apparaissent
quelques mV sous le seuil de décharge (Manuel et al. 2009). Notre hypothése de travail a
donc été que ces oscillations étaient liées aux courants générant les potentiels d’action et
gu’elles résultaient d’'une compétition entre le courant sodique et le courant potassique a
rectification retardée. Nous avons combiné enregistrements intracellulaires in vivo et
simulations numériques pour élucider les mécanismes a l'origine des MMOs dans les

motoneurones de souris.

Méthodes

Expériences in vivo

Chirurgie

Pour les besoins de cette étude nos expériences ont été réalisées sur 20 souris
femelles adultes de fond génétique CD1. Nous avons enregistré les motoneurones
lombaires de ces souris grace a la préparation in vivo développée précédemment par

notre équipe (Manuel et al. 2009; Manuel & Heckman 2012). Dans cette préparation, la
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souris est anesthésiée au pentobarbital sodique (70mg/kg), mise sous respiration
artificielle (dioxygéne pur) et paralysée par une injection de Pancuronium Bromide
(0,1mg). La fréquence cardiaque est surveillée, la pression partielle en CO2 (pCO2) de
I'air expiré maintenue a 4% et la température centrale a 37°C tout au long de I'expérience.
Un cathéter veineux est introduit dans la jugulaire afin d’administrer I'anesthésique de
maniére réguliere. Le nerf sciatique est disséqué et monté sur une électrode monopolaire
de stimulation, la colonne vertébrale immobilisée entre les vertebres Th12 et L2 et enfin,
une laminectomie des lames vertébrales Th13 et L1 est réalisée pour exposer les
segments spinaux L3 et L4. Cette préparation permet le maintien de I'animal dans de
bonnes conditions physiologiques pendant plusieurs heures, et permet des

enregistrements intracellulaires stables des motoneurones spinaux.

Enreqistrements

Les enregistrements ont été réalisés au moyen de micro-pipettes de verre
(diameétre a la pointe 1-1,5um) remplies de KCI (3M) et de résistance comprise entre 3 et
10MQ. Aprés empalement, les motoneurones sont identifiés en tant que tels par
I'observation d’'un potentiel d’action antidromique lors de la stimulation de son axone dans
le nerf sciatique. Les motoneurones retenus pour l'analyse avaient tous un potentiel
membranaire plus hyperpolarisé que -60mV et un potentiel d’action dépassant OmV. Nous
avons utilisé la technique du Dynamic clamp dans certaines expériences, cette technique
permet d’injecter au neurone un courant mimant 'effet d’'une conductance membranaire
artificielle (Robinson & Kawai 1993, Sharp et al. 1993). Nous 'avons utilisé ici pour mimer

un courant entrant persistant sodique (Inap) ou un courant d’AHP (lanp).

Modélisation

Nous avons par la suite utilisé un modéle mono-compartimental de motoneurone
pour confirmer nos données expérimentales. Dans sa forme simple, notre modéle
comportait uniquement les conductances rapides générant les potentiels d’action (i.e. la
conductance sodique transitoire et le courant potassique de rectification retardée) et la
conductance d’AHP, plus lente. Nous avons fait varier I'excitabilité membranaire de ce

modeéle en modulant ces conductances et en ajoutant une composante persistante au
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courant sodique. Le comportement hystérétique des motoneurones a également été
reproduit dans ce modeéle par I'ajout d’'une inactivation lente aux cinétiques des courants
sodiques, transitoire et persistant, ou par l'ajout d’'un courant potassique lent type Iwm.
L’activité synaptique percue par les motoneurones a quant a elle été reproduite par I'ajout
d’'un bruit blanc gaussien. Finalement, nous avons simplifi€ ce modéle pour la derniére
partie de cette étude en rassemblant en une unique variable les variables d’inactivation
sodique et d’activation du courant potassique a rectification retardée. Ce modéle a ainsi
été reduit a trois paramétres uniquement (potentiel membranaire, variable
d’activation/inactivation potassique-sodique et temps) pour permettre [I'analyse

mathématique de la trajectoire du voltage responsable des MMOs.

Résultats

MMOs et hystéresis de la décharge dans les motoneurones de souris

Nous avons étudié les MMOs et le patron de décharge de 29 motoneurones
spinaux en réponse a l'injection de rampes triangulaires lentes (1nA/s) de courant. Dans le
cas le plus typique (21/29 motoneurones; Article 1, Figure 1A), le potentiel membranaire
des motoneurones a leur recrutement affiche clairement des oscillations sous-seuil qui
définissent la zone de décharge « sous-primaire ». Dans cette zone, chaque potentiel
d’action est suivi par une AHP puis par une série d’oscillations sous-seuil (Article 1, Figure
1B1, B3). Le nombre d’oscillations et la durée de l'intervalle entre les potentiels d’action
qui en découle sont trés variables. Lorsque les rampes atteignent un courant d’'intensité
plus importante, ces oscillations disparaissent et laissent place au régime « primaire » de
décharge (Article 1, Figure 1B2), de fréquence plus stable (Les courants injectés n'étaient
pas suffisants pour atteindre la zone « secondaire » de décharge (Meehan et al. 2010). La
réponse de ces motoneurones aux rampes est asymétrique. Sur la branche descendante
des rampes, les MMOs sont présentes sur une gamme de courant plus importante et le
courant de dé-recrutement des motoneurones est plus dépolarisé que celui auquel ils ont
été recrutés. En conséquence la trajectoire de la courbe courant-fréquence de ces
motoneurones suit une hystérésis dans le sens horaire (Article 1, Figure 1B4). De plus
'amplitude des potentiels d’action décroit sur la branche ascendante de ces rampes et

demeure réduite pendant la branche descendante.
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Dans une petite fraction des motoneurones (8/29; Article 1, Figure 2A) la décharge
se comporte differemment. Leurs oscillations sont moins nombreuses et ne sont présentes
que dans les premiers intervalles entre les potentiels d’action sur la branche ascendante
des rampes (Article 1, Figure 2B17, B2) et les derniers intervalles précédents le dé-
recrutement. Leur relation courant-fréquence suit cette fois-ci une trajectoire hystérétique
dans le sens anti-horaire (i.e. leur courant de dé-recrutement est plus hyperpolarisé que
leur courant de recrutement; Article 1, Figure 2B3) et 'amplitude de leurs potentiels

d’action varie trés peu.

Bien que la résistance d'entrée des motoneurones « horaire » était
significativement plus petite (3,7+2,0MQ) que celle des motoneurones « anti-horaires »
(5,2+1,2MQ; p=0,02), leur courant de recrutement n’était pas différent (5,1+£3,7nA pour les
motoneurones horaires et 3,8+1,7nA pour les motoneurones « anti-horaires »). Ni le
potentiel de repos ni le seuil des potentiels d’action n’étant différents entre ces deux
groupes de motoneurones, la similarité de leur courant de recrutement est probablement
dde au fait que les oscillations induisent une grande variabilité dans le timing du premier

potentiel d’action.

Les oscillations sous-seuil sont dues aux courants générant les potentiels d’action

Notre modeéle basique (cf. Méthodes) était capable de reproduire ces oscillations
sous-seuil. Elles y sont absentes au potentiel de repos mais y apparaissent, lors d’une
rampe de courant, avant le premier potentiel d’action et pour un potentiel plus bas que le
seuil d’activation des potentiels d’action (Article 1, Figure 3A2). Leur origine ne dépend
donc pas de la conductance d’AHP, qui est activée pendant le potentiel d’action, mais des
courants sodique transitoire et potassique a rectification retardée. Aprés le premier
potentiel d’action, les oscillations réapparaissent apres la relaxation de 'AHP et prennent
de 'amplitude jusqu’au prochain potentiel d’action. Leur nombre diminue ensuite au fur et
a mesure de 'augmentation de la fréquence de décharge jusqu’a disparaitre totalement,
marquant le début de la zone « primaire » de décharge (Article 1, Figure 3A3). La
décharge de ce modéle en réponse a une rampe de courant est symétrique et ne présente

pas d’hystéresis (Article 1, Figure 3A7): sur la branche descendante de la rampe, les
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oscillations réapparaissent pour un courant égal a celui pour lequel elle avait disparu (i.e
transition « zone sous-primaire » - zone « primaire ») et le courant de dé-recrutement

eéquivaut a celui de recrutement.

Lorsqu’un bruit blanc gaussien est introduit dans ce modéle, les fluctuations du
voltage sont responsables d’'un abaissement du courant de recrutement étendant de fait la
zone « sous-primaire » (Article 1, Figure 3B). La fréquence de décharge devient
également trés irréguliére dans ce régime « sous-primaire » et le fréquencegramme
affiche des bandes empilées (observées expérimentalement également). Les fluctuations
du potentiel membranaire déclenchent les potentiels d’action aprés un nombre variable
d’oscillations et chaque bande de fréquence correspond en fait a un nombre donné

d’oscillations entre les potentiels d’action.

Les MMOs requiérent un état de faible excitabilité membranaire

Nous avons montré dans notre modéle que la largeur de la zone « sous-primaire »
dépendait de I'équilibre entre les conductances sodiques et potassiques. L’ajout d’'une
composante persistante au courant sodique réduisait I'apparition des oscillations sous-
seuil (Article 1, Figure 3C). Cette conductance sodique persistante diminuait le courant de
recrutement en augmentant I'excitabilité du modeéle et réduisait également la largeur de la
zone « sous-primaire » (méme effet, jusqu’a disparition des oscillations, en augmentant le
courant sodique transitoire). De fagon similaire, la diminution du courant de rectification
retardée (Article 1, Figure 3D) réduisait la largeur de la zone « sous-primaire » et le

courant de recrutement, indiquant une augmentation de I'excitabilité membranaire.

Nous avons ensuite testé expérimentalement les prédictions du modéle dans deux
motoneurones. En utilisant la technique du Dynamic clamp, nous avons injecté a ces
motoneurones un courant voltage-dépendant mimant la composante persistante de la
conductance sodique (Article 1, Figure 4). De la méme fagon que dans le modele, cette
conductance artificielle a eu pour effet de réduire la zone « sous-primaire » des

motoneurones et de faire disparaitre les oscillations régularisant ainsi la décharge.

41



Ces résultats montrent que les MMOs sont déclenchées par les courants sodiques
et potassiques a l'origine des potentiels d’action, validant ainsi notre hypothése de travail.
Ces MMOs requierent cependant un état de faible excitabilité de la membrane.
L’augmentation de cette excitabilité membranaire permettait de réduire I'apparition des
oscillations et la zone « sous-primaire » dont elles sont responsables. La réponse de notre
modeéle basique était toutefois symétrique, indiquant qu’a linverse des MMOs, le
comportement hystérétique de la décharge ne peut pas étre reproduit par les courants

geénérant les potentiels d’action uniquement.

L’inactivation lente du courant sodique est responsable du comportement hystérétique des

motoneurones de souris

Pour expliquer I'hystérésis des motoneurones, nous avons incorporé des propriétés
d’inactivation lente au courant sodique persistant de notre modéle (Article 1, Figure 5).
Dans les conditions ou la constante de temps de cette inactivation était fixée a 3s, la
décharge du modéle montrait une large hystérésis horaire (le courant de dé-recrutement
était plus grand que le courant de recrutement) en réponse a une rampe lente de courant
(0.5nA/s; Article 1, Figure 5A2). Les zones « sous-primaire » et « primaire » étaient
présentes sur les deux branches de la rampe mais plus étroites sur la branche
descendante. L’'amplitude des potentiels d’action se réduisait tout au long de la branche
ascendante puis restait constante pendant la zone « primaire » de la branche
descendante. Cette réduction d’amplitude est expliquée par la trajectoire de la variable
d’inactivation lente sodique calculée par le modéle: la valeur de cette variable diminue du
début de la décharge a la fin de la rampe ascendante puis reste relativement stable au
cours de la rampe descendante (Article 1, Figure 5A7). L'inactivation sodique est donc
plus forte a la fin de la décharge (40%) qu’au début (10%). Cette asymétrie de
I'inactivation lente sodique au cours de la rampe explique aisément I'hystérésis de la
courbe courant-fréquence. Une hystérésis horaire était observée lorsque la constante de
temps de linactivation sodique était fixée a des valeurs supérieures a 1,5s, elle était
maximale pour une constante de temps de 4s et diminuait progressivement jusqu’a

quasiment disparaitre pour une constante de temps de 60s (Article 1, Figure 5C).
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Cette hystérésis est sensible a la vitesse de la rampe. L'augmentation de cette
vitesse a 5nA/s rendait la courbe courant-fréquence plus symétrique, réduisait la
diminution d’amplitude des potentiels d’action et étendait la zone « primaire » au détriment
de la zone « sous-primaire ». Ces résultats s’expliquent par une inactivation moins
importante du courant sodique pendant cette rampe rapide qu’au cours d’une rampe de

0,5nA/s et confirment la relation entre MMOs et excitabilité membranaire.

L’incorporation au modéle d’'un courant potassique de type M, qui s’active sous le
seuil de décharge avec une constante de temps de 3s déclenchant également I'apparition
d’'une hystérésis horaire sans toutefois reproduire la diminution de I'amplitude des
potentiels d’action. Ceci suggére fortement que I'hystérésis horaire rencontrée dans les
motoneurones de souris pendant les rampes lentes est largement causée par une
inactivation lente sodique, bien que des courants potassiques puissent également jouer un

réle important.

L’AHP peut paradoxalement augmenter I'excitabilité membranaire et réduire les MMQOs

L’AHP interagit avec [linactivation lente sodique pour définir [I'excitabilité
membranaire et le patron de décharge. L’augmentation de la conductance d’AHP d'un
facteur 10 dans notre modéle modifiait drastiquement le patron de décharge en faisant
disparaitre la zone « sous-primaire » et I'hystérésis (Article 1, Figure 5B). Cette
augmentation de I'AHP dé-inactive en réalité le courant sodique faisant disparaitre
I'hystérésis. La dé-inactivation sodique rend également la membrane plus excitable ce qui

a pour effet de faire disparaitre les oscillations sous-seuil.

Les prédictions de notre modele ont ensuite été validées en Dynamic clamp dans
deux motoneurones spinaux (Article 1, Figure 6). Comme dans le modéle, I'injection d’un
courant d’AHP artificiel, se sommant a 'AHP intrinséque des motoneurones, avait pour
effet de supprimer les MMOs et de symétriser la décharge sur rampes lentes de courant.
Aussi, les potentiels d’action ne subissaient plus de diminution d’amplitude sur la branche

ascendante, traduisant ainsi une dé-inactivation sodique.
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Ces résultats suggeérent que le courant sodique des motoneurones de souris est
doté de propriétés d’inactivation lente, réduisant I'excitabilité membranaire et favorisant
I'apparition de MMOs. Finalement, cette inactivation lente serait également responsable
de I'hystérésis horaire. Bien que le courant d’AHP soit hyperpolarisant et réduise la
fréquence de décharge, il favorise l'apparition de la zone « primaire » en augmentant,

paradoxalement, I'excitabilité membranaire par la dé-inactivation du courant sodique.

Origine de I'hystérésis anti-horaire

L’'obtention d'une hystérésis anti-horaire dans notre modele nécessite une
constante de temps d’inactivation sodique comprise entre 50ms et 1,5s et une
conductance d’AHP supérieure a 0.7uS. Pour une constante de temps d’inactivation
sodique de 0,6s mais une conductance d’AHP maintenue a un bas niveau (0,1uS), seuls
quelques potentiels d’action sont émis sur la branche ascendante de la rampe, suivis par
un grand nombre d’oscillations sous-seuil (Article 1, Figure 7A). Ce comportement est
possible parce que la constante d’inactivation est assez petite pour permettre une forte
inactivation sodique, créant un état de faible excitabilité. Mais lorsque la conductance
d’AHP était augmentée (1uS), elle permet la dé-activation du courant sodique et une
décharge soutenue affichant une hystérésis anti-horaire (Article 1, Figure 7B). L’hystérésis
dans ce sens est rendue possible par une plus forte dé-inactivation sodique, provoquée

par 'AHP, sur la branche descendante que sur la branche ascendante.

Les MMOs résultent d’une bifurcation de la trajectoire homocline du potentiel

Nous avons proposé un scénario mathématique expliquant I'apparition des MMOs.
Dans notre modéle réduit a trois dimensions (potentiel membranaire, variable
d’activation/inactivation potassique-sodique et temps; cf. méthodes), les MMOs
surviennent parce que deux conditions sont réunies: premierement, le modéle de la
trajectoire du potentiel dispose d'un point fixe, stable au potentiel de repos, mais montre
une instabilité spiralaire autour de ce point fixe durant la zone « sous-primaire » et
deuxiemement ce point fixe est revisité a chaque potentiel d’action (Article 1, Figure 8). La

trajectoire du modéle retourne au point fixe aprés un potentiel d’action, mais puisque ce
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point est instable, elle s’en éloigne en format une spirale jusqu’a émission d’un nouveau
potentiel d’action. Les oscillations sont générées par cette instabilité du point fixe et les
MMOs (i.e. potentiels d’actions entrecoupés d’'oscillations) sont liées a la trajectoire qui
quitte ce point fixe mais y retourne lors de 'AHP. Une telle trajectoire (doté d’'un point fixe
revisité périodiqguement) est appelée trajectoire homocline en termes mathématiques. Le
point fixe devient instable par une bifurcation du modéle lorsqu’apparait cette trajectoire

homocline. Ce scénario est connu sous le nom de bifurcation homocline de Shilnikov.

La fréquence de décharge augmente avec le courant injecté et la zone « sous-
primaire » laisse place a la zone « primaire ». Cette transition survient parce que le point
fixe devient de plus en plus instable (la trajectoire du modéle le quitte de plus en plus
rapidement en spiralant de moins en moins autour) et parce que 'AHP commence a
saturer. En effet, lorsque les intervalles entre les potentiels d’action deviennent trop courts,
'AHP n’a plus le temps de relaxer et le point fixe n’est plus atteint (Article 1, Figure 8C).
Les oscillations disparaissent alors, et la zone « primaire » est atteinte. En revanche,
lorsque le modeéle est rendu plus excitable (augmentation du ratio sodium/potassium), il
n’existe pas de gamme de courant injecté pour laquelle la trajectoire du modeéle spirale

autour d’'un point fixe instable. En conséquence, les MMOs n’y sont pas générées.
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Conclusions

Ces résultats, théoriques et expérimentaux, nous ont permis de montrer que les
oscillations de mode mixte observées dans les motoneurones spinaux de souris étaient
causées par les courants sodiques et potassiques a l'origine des potentiels d’action et
gu’elles apparaissaient lorsque la membrane était dans un état de relative faible
excitabilité. Nous avons également montré que l'inactivation lente sodique, participant a la
faible excitabilité membranaire, était responsable du comportement hystérétique dans le
sens horaire de la décharge de ces motoneurones et facilitait I'apparition des MMOs. Nous
avons expliqué le comportement hystérétique parfois rencontré dans les motoneurones
par une dé-inactivation du courant sodique par le courant dAHP. L’AHP permet donc de
maniére paradoxale d’augmenter I'excitabilit¢ membranaire. Nous avons finalement pu
expliquer ces MMOs par un scénario mathématique de bifurcation homocline de Shilnikov.
Les motoneurones présentant une hystérésis anti-horaire étaient également ceux
posseédant les plus grandes résistances d’entrée, ce qui suggére une possible relation

entre le type physiologique des motoneurones et leur patron de décharge.
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Article 1

Mixed Mode Oscillations in Mouse Spinal Motoneurons

Arise from a Low Excitability State
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Mixed Mode Oscillations in Mouse Spinal Motoneurons
Arise from a Low Excitability State

Caroline Iglesias,' Claude Meunier,! Marin Manuel,> Yulia Timofeeva,* Nicolas Delestrée,' and Daniel Zytnicki'
"Laboratoire de Neurophysique et Physiologie, Université Paris Descartes, Institut des Neurosciences et de la Cognition, Centre National de la Recherche
Scientifique UMR 8119, Paris 75006, France, 2Department of Physiology, Feinberg School of Medicine, Northwestern University, Chicago, Illinois 60611,
and *Department of Computer Science and Centre for Complexity Science, University of Warwick, Coventry CV4 7AL, United Kingdom

We explain the mechanism that elicits the mixed mode oscillations (MMOs) and the subprimary firing range that we recently discovered
in mouse spinal motoneurons. In this firing regime, high-frequency subthreshold oscillations appear a few millivolts below the spike
voltage threshold and precede the firing of a full blown spike. By combining intracellular recordings in vivo (including dynamic clamp
experiments) in mouse spinal motoneurons and modeling, we show that the subthreshold oscillations are due to the spike currents and
that MMOs appear each time the membrane is in a low excitability state. Slow kinetic processes largely contribute to this low excitability.
The clockwise hysteresis in the I-F relationship, frequently observed in mouse motoneurons, is mainly due to a substantial slow inacti-
vation of the sodium current. As a consequence, less sodium current is available for spiking. This explains why a large subprimary range
with numerous oscillations is present in motoneurons displaying a clockwise hysteresis. In motoneurons whose I-F curve exhibits a
counterclockwise hysteresis, it is likely that the slow inactivation operates on a shorter time scale and is substantially reduced by the
de-inactivating effect of the afterhyperpolarization (AHP) current, thus resulting in a more excitable state. This accounts for the short
subprimary firing range with only a few MMOs seen in these motoneurons. Our study reveals a new role for the AHP current that sets the
membrane excitability level by counteracting the slow inactivation of the sodium current and allows or precludes the appearance of

MMOs.

Introduction

In a recent work, we showed that spinal motoneurons of anesthe-
tized mice display a subprimary firing range in response to a slow
ramp of current (Manuel et al., 2009). This range is characterized
by subthreshold oscillations at high frequency (100—150 Hz) that
precede the firing of a full blown spike. In this regime, the dis-
charge is very irregular, starts at frequencies as low as 2-3 Hz and
increases with the current up to 40—70 Hz. We dubbed this firing
behavior mixed mode oscillations (MMOs) as in physics, where
MMOs refer to a dynamical regime where high-frequency oscil-
lations of small amplitude alternate with low-frequency oscilla-
tions of large amplitude (i.e., the spikes). The subprimary range is
followed by the classical primary range where there are no oscil-
lations between spikes and the discharge is more regular. The
subprimary firing range was never observed in cat motoneurons
but has been recently described in rat spinal motoneurons (Tur-
kin etal., 2010). It is likely that a substantial portion of the motor
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unit force is graded in this firing range. However, we do not know
which ionic currents are responsible for the oscillations and
shape the discharge in the subprimary range.

MMOs have previously been reported in interneurons (Llinds
etal., 1991) and pyramidal cells of the frontal cortex (Gutfreund
et al., 1995), stellate cells of the entorhinal cortex (Alonso and
Klink, 1993; Klink and Alonso, 1993), magnocellular neurons of
the supraoptic nucleus (Boehmer et al., 2000), trigeminal mesen-
cephalic neurons (Wu et al., 2001), striatal fast spiking interneu-
rons (Bracci et al., 2003), and vibrissa motoneurons (Nguyen et
al., 2004; Harish and Golomb, 2010). In some cases, they were
shown to be associated with a subthreshold resonance due to a
slowly activating potassium current and enhanced by the persis-
tent sodium current (Gutfreund et al., 1995; Wu et al., 2001,
2005). However, the frequency of the resonance in mouse mo-
toneurons is too low (7-30 Hz) to account for the high frequency
of oscillations (Manuel et al., 2009). Moreover, the resonance
disappears when the membrane is depolarized toward the spike
voltage threshold. In sharp contrast, the fast oscillations are ab-
sent at the resting potential and appear a few millivolts below the
spike threshold (Manuel et al., 2009). Thus, MMOs in mouse
motoneurons are not related to the subthreshold resonance. Our
working hypothesis is that they are linked to the spiking mecha-
nism itself and arise from the interplay between the sodium cur-
rent and the delayed rectifier current.

We combined experimental (including in vivo dynamic clamp
experiments) and theoretical studies (simulations and dynamical
systems analysis) to elucidate the mechanisms underlying MMOs
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in mouse motoneurons. We show that high-frequency oscilla-
tions are indeed due to the fast currents involved in spike gener-
ation and that MMOs require a low membrane excitability, most
likely due to a slow inactivation of the sodium current. We reveal
a major role for the afterhyperpolarization (AHP) current, which
paradoxically enhances membrane excitability by de-inactivating
the sodium current and suppresses MMOs.

Materials and Methods

Experiments

Animal preparation. Experiments were performed in vivo on 20 female
adult CD1 mice weighing 22—42 g (from Charles River Laboratories or
bred at Northwestern University). The same experimental protocol was
used in Paris and in Chicago. Experiments yielded similar results, and the
data were pooled together. In accordance with French legislation, the
investigators had valid licenses to perform experiments on live verte-
brates delivered by the Direction des Services Vétérinaires (Préfecture de
Police, Paris, France). Experiments conducted at Northwestern Univer-
sity were performed under full approval from the Northwestern Univer-
sity Animal Care and Use Committee. At the onset of experiments,
atropine (0.20 mg/kg, Aguettant) and methylprenidsolone (0.05 mg,
Solu-Medrol, Pharmacia) were given subcutaneously to prevent saliva-
tion and edema, respectively. Fifteen minutes later, the anesthesia was
induced with an intraperitoneal injection of sodium pentobarbitone (70
mg/kg; Pentobarbital, Sanofi). A tracheotomy was performed, and the
mouse was artificially ventilated with pure oxygen (SAR-830/P ventila-
tor, CWE). The end-tidal PCO, was maintained ~4% (MicroCapstar,
CWE). The heart rate was monitored (CT-1000, CWE), and the central
temperature was kept at 38°C using an infrared heating lamp. A catheter
was introduced in the external jugular vein, allowing for supplementary
anesthesia by intravenous injections (6 mg/kg) whenever necessary (usu-
ally every 1020 min). The adequacy of anesthesia was assessed on the
lack of noxious reflexes and on the stability of the heart rate (usually
400-500 bpm) and end-tidal PCO,. A slow intravenous infusion (50
ul/h) of a 4% glucose solution containing NaHCO; (1%) and gelatin
(14%; Plasmagel, Roger Bellon) helped to maintain the physiological
parameters. The sciatic nerve was dissected and mounted on a monopo-
lar electrode for stimulation. The vertebral column was immobilized
with two pairs of horizontal bars (Cunningham Spinal Adaptor, Stoelt-
ing) applied on the Th12 and L2 vertebral bodies, and the L3-L4 spinal
segments were exposed by a laminectomy at the Th13-LI level. The
tissues in hindlimb and the spinal cord were covered with pools of min-
eral oil. After the surgery, the animal was paralyzed with Pancuronium
Bromide (Pavulon, Organon SA, initial bolus: 0.1 mg, followed by a
continuous infusion 0.01 mg/h). This preparation allowed us to maintain
the animal in good physiological conditions for 6-10 h after the end of
the surgery and to make stable intracellular recordings of motoneurons
and dynamic clamp experiments. At the end of the experiments, animals
were killed with a lethal intravenous injection of pentobarbitone.

Recordings. Intracellular recordings of motoneurons were performed
using micropipettes (tip diameter 1.0-1.5 um) filled with KCl 3M (re-
sistance 5-10 M()), an Axoclamp 2B amplifier (Molecular Devices) con-
nected to a Power1401 interface, and the Spike2 software (CED). After
impalement, identification of motoneurons rested on the observation of
antidromic action potentials in response to the electrical stimulation of
their axon in the sciatic nerve. All motoneurons retained for analysis had
aresting membrane potential more hyperpolarized than —60 mV and an
overshooting action potential. All recordings and dynamic clamp exper-
iments were performed using the discontinuous current-clamp mode
(7-9 kHz) of the amplifier because it allows for reliable measurements of
the membrane potential, even when large currents are injected (Brizzi et
al.,, 2004). The input resistance was determined from the responses to a
series of small-amplitude square current pulses (—1.5 to + 1.5 nA) as in
the study by Manuel et al. (2009).

Discharge properties. The discharge properties were routinely investi-
gated using triangular ramps of current with a velocity of 0.5-2 nA/s.
Occasionally, slower ramps (down to 0.1 nA/s) or faster ramps (up to 10
nA/s) were applied to investigate the impact of the ramp velocity on the
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discharge pattern. The maximum intensity ranged from 2 to 15 nA,
depending on the recruitment threshold of the motoneuron. I-F curves
were obtained by plotting the instantaneous firing frequency versus the
intensity of the injected current at spike time. The threshold of the first
spike in the ascending ramp was determined as the point where the rate of
rise of the voltage exceeded 10 mV/ms (Sekerli et al., 2004).

Dynamic clamp. The dynamic clamp current was injected into the
motoneuron soma through the recording micropipette. It was computed
by a PC running RT-Linux (a Linux kernel modified to achieve real-time
processing) and the dynamic clamp software MRCI (Raikov et al., 2004).
The system allows the computation at a speed of 10 kHz of the equations
modeling the persistent sodium current (Iy,,,) or the AHP current. The
equations used for Iy, were as in the study by Manuel et al. (2007):

INap = GName(VNap - V)> (1)
dmp
Tmp g, = WP=(V) = mp, (2)
and
V)= ! 3
me( ) - 1+ CXP(*(V“F Vnr?;;d)/kmp), ( )
where Grap 18 the maximal conductance of the current, mp is its activa-

tion variable, Vi, its reversal potential, V is the membrane potential,
T, 18 the activation time constant, mp..( V) is the steady-state activation
curve, V',;;;d is the half-activation voltage, and k,,, , determines the slope of
the activation curve. We set Vy,,, to 50 mV, 7., to I ms, k,,,,, to 2 mV.
V:;Dd was set at the mid-AHP following the first spike, i.e., below the
spiking voltage threshold. Gy, ranged from 0.02 to 0.06 pS.

For simplicity, the AHP current was modeled as an effective voltage-
dependent current (Manuel et al., 2006), as follows:

Liip = Ganpz()(Vamp — V), (4)

where G,;;p was the maximal conductance, z(t) the voltage-dependent
activation variable and V,;;p the reversal potential. We incorporated
AHP summation in our model using the same formalism as in Meunier
and Borejsza (2005). We instantaneously increased z from z .. to the
following:

Zafter — X Zpefore + (1 - a)) (5)

where 0 = @ = 1, when the membrane voltage crossed the value 0 mV
during the spike upstroke. We then let the activation variable relax expo-
nentially with the time constant 7, (i.e., z(f) = Zzye * € ™) until the
next spike occurred. In our experiments, « was fixed at 0.5, so that the
first spike already recruited half of the maximal artificial conductance.
The reversal potential (V,;p) was always set to —100 mV. This value was
chosen for technical reasons to ensure that the dynamic clamp generated
current was always negative. G,;p ranged from 0.1 to 0.5 uS (0 in the
control condition), and 7, was set to 10 ms, the mean value of the relax-
ation time constant measured in mouse motoneurons (Manuel et al.,
2009).

Modeling

To make sense of the experimental data, we analyzed a single compart-
ment conductance-based model of mouse motoneuron, using both nu-
merical simulations and mathematical analysis based on classical
techniques of dynamical systems theory.

Numerical simulations. In its simplest form (basic model), our model
incorporates only the two fast conductances that generate spikes (the
transient sodium conductance and the delayed rectifier potassium con-
ductance), and the slower AHP conductance. The equations of the model
are as follows:

av

CmE =G(Vi = V) + Guamo(V)’h(Vy, = V) + Gen(Vie — V)

+ Gampz(Vk — V) + I(1), (6)
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h
Tig = he(V) = B, &)
dn
re = (V) = n, ®)
dz
TZ(V)E =2z.(V) — z. 9)

The leak conductance G, was set to 0.3 uS and the membrane capacitance
to 0.8 nF, in accordance with the average values of the passive time
constant 7,,, and the input conductance measured in mouse motoneu-
rons (Manuel et al., 2009). The reversal potential of the leak current was
V, = —66 mV. The steady-state activation and inactivation functions of
the sodium conductance were as follows:

1

m.(V) = 17 exp(—(V + 46)/10)’ (10)
1

h.(V) (11)

1+ exp(V + 70)/10)°

and the activation function of the delayed rectifier conductance was as
follows:

n..(V) = (12)

1 + exp(—(V + 40)/10)’

The sodium conductance was assumed to activate instantaneously and to
inactivate fast with the time constant 7, = 1 ms. The delayed rectifier
conductance activated with the same time constant 7,, = 1 ms. The AHP
conductance was modeled by its effective voltage dependence as in dy-
namic clamp experiments. However, the activation variable z increased
in the model with a time constant of 0.1 ms during spikes to avoid
discontinuities in the dynamics. Values of the reversal potentials and
maximal conductances of the spike-generating currents were Vy,, = 50
mV, Vi = —90 mV. Values of Gy, Gy, and G,yyp 0f 40, 3.5, and 0.3 uS
were used, unless otherwise indicated.

We modified the balance between inward and outward currents, and
thereby the membrane excitability, by increasing the transient sodium
conductance, decreasing the delayed rectifier conductance, or adding a
persistent component to the sodium current. This persistent sodium
current had the same activation kinetics as the transient component, but
its activation curve was shifted downward by 5 mV.

To account for hysteretic effects, we added to this basic model either a
very slow inactivation process to the kinetics of sodium currents (both
transient and persistent components) or added a very slow I,,-like po-
tassium current. The slow inactivation of the sodium current was inde-
pendent of the fast inactivation and was governed by the kinetic
equation, as follows:

dhs

Ths? = hsx(V) - hS,

(13)

where

1

hs.(V) =13 exp(V + 63)/3)°

(14)

and the time constant 7, was of the order of the second. The activation of
the slow potassium current followed a similar equation, as follows:

dns

o gy = ns..(V) — ns, (15)

where

1

15-(V) = 14 exp(=(V + 60)/5)

(16)
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Voltage fluctuations, as seen in experimental recordings, were incorpo-
rated by adding a Gaussian white noise component (SD o = 0.2) mim-
icking synaptic background to the injected current. We checked that
adding random fluctuations to the activation of the transient sodium
conductance (channel noise) led to similar results.

In the noiseless case, the differential equations of the model were
solved using the standard fourth order Runge—Kutta algorithm imple-
mented in XPPAUT (Ermentrout, 2002). An Euler algorithm with a time
step 10 times smaller was used when noise was added. XPPAUT was also
used for the dynamical systems analysis (phase plane, bifurcation
scheme) of the reduced model below.

Reduced model. To further reduce the number of variables and simplify
the mathematical analysis, we lumped together the sodium conductance
inactivation variable i and the delayed rectifier activation variable # in a
single recovery variable W with the dimension of a voltage. This led us to a
model that had only three dimensions when slow kinetic processes were not
taken into account. The reduction was performed as in the study by Abbot
and Kepler (1990). We replaced the gating variables / and n by the potentials
W,, and W,, via the change of variables h = h_(W,), n = n.(W,). We then
substituted W, and W,, with a single variable W, chosen so as to best approx-
imate the impact of W), and W, on voltage evolution. We thus reduced the
model to a three-dimensional system for the variables V, W, and z, as follows:

av
Cogp = GVi= V) + G (V) (W) (Vi = V)
+ G (W) (Vi = V) + Gap(Vi — V) + I(1),  (17)
aw _ Yi(V, W) ho (V) = ho (W)
dt (VW) + (VW) 7dh (W)/dW
'Yh(V)W) + 'Yn(V)W) Tndnﬁc(w)/dw ’
dz B
TZ(V)dt =2z.(V) -z (19)
In Equation 18,
dly, dh.,
Y(V,W) = o dw (20)
and
dlg dn.,
Yu(V,W) = . dW (21)

are the derivatives of the currents I, (V, W) = Gymo.( V)*h (W) (Vy, —
V) and I (V, W) = Ggn. (W)(Vi — V) with respect to W.

They quantify how the voltage dependence of sodium current inacti-
vation and potassium current activation make these currents change with
the potential. We also introduce for later use the following:

dly, dm.,

YV W) =~ AV

(22)

which quantifies how the sodium current changes with the potential
because of its voltage-dependent activation.

Mathematical analysis of the reduced model

The fixed points of the basic model (noiseless and without slow kinetic
processes) are located in the z = 0 plane and given by the intersections of
the two nullclines dV/dt = 0 and dW/dt = 0. The second nullcline is just
the straight line V.= W. Setting dV/dt = 0,z = 0,and W = Vin Equation
17, one sees that the fixed point voltage is given by the steady-state cur-
rent voltage equation, as follows:

GV = V) + Guamoo( V)’ he(V)(V = Vi) + Ginao(V)(V = Vi) = L.
(23)
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This equation has either one solution (low ex- A
citability) or three (high excitability). N 120
The characteristics of the subthreshold os- & .
cillations are derived from the linear stability g 80 g 2
analysis of the unique fixed point in the low Y 40 ;‘(
excitability state, which becomes unstable at g 0 =
firing onset. Linearizing Equations 17-19
around this fixed point and computing the
eigenvalues, we obtain a real negative eigen-
value in the z direction and two complex
conjugate eigenvalues with positive real part
in the V, W plane. The growth rate p and 20mV |
frequency v of fast oscillations are respec-
tively given by the real and imaginary parts of
these complex eigenvalues: -64mV -
Ym ~ Grest 1
ST T B
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In these equations Figure1.
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Most motoneurons respond to a slow triangular current ramps with a discharge displaying MMOs and a clockwise hysteresis.

A, Responsetoa 1nA/striangular ramp of current (15 nA amplitude). Instantaneous firing frequency (top trace), voltage response (middle

Gresr = Gl + GNamx(V)jhx(v) + GK”OC(V)
(25)

trace), and injected current (bottom trace) are shown. The resting potential was — 74 mV and the voltage threshold for the first spike (— 64
mV) was reached when the current intensity was 8.3 nA (recruitment current, arrow below the ascending current ramp and lower dashed

line). Note the decrease in spike amplitude during the ascending ramp and its stabilization at a low level during the descending ramp. The

is the resting membrane conductance, the re-
covery time 7, is the common value of 7, andr,),
and v,,, V), and v,, are calculated at the fixed
point (i.e., for V= "W).

derecruitment current on the descending ramp was 10.8nA, i.e., larger than the recruitment current (arrow on descending ramp and upper
dashed line). B, Magnification of the voltage trace near recruitment. The asterisk indicates the first spike on the ascending ramp. Spikes
have been truncated to better see the voltage oscillations (some of them indicated by arrowheads) that appear in the interspike intervals
afterthe AHP has fully relaxed. Note the firing variability that characterizes the subprimary range (SPR). B2, Increasing the injected current

resulted in a primary firing range (PR) without oscillation between spikes and with less variability. B3, Magnification of the voltage trace

Results
Mixed mode oscillations and hysteretic
firing patterns in mouse motoneurons
We investigated the mixed mode oscilla-
tions and the discharge pattern of 29 spinal
motoneurons in response to triangular ramps of current. The most
typical case, observed in 21 motoneurons, is shown in Figure 1. In
response to a 1 nA/s ramp of current, the first spike was emitted
when the current intensity reached 8.3 nA (recruitment current).
The discharge then clearly displayed MMOs, which defined the
subprimary firing range. In this range, each spike was followed by
an AHP and then by a series of fast subthreshold oscillations
superimposed on a voltage plateau (Fig. 1 BI, arrows). The num-
ber of oscillations and, accordingly, the duration of each inter-
spike interval were quite variable. In this motoneuron, the
subprimary firing range lasted until the current reached 9.8 nA,
i.e., over a current range of 1.5 nA. For higher current intensities,
the fast oscillations disappeared (see enlargement in Fig. 1B2),
indicating that the primary firing range was reached. The re-
sponse to the triangular current ramp was asymmetrical.
MMOs were present on most of the descending ramp (Fig.
1B3), and the derecruitment current was higher (10.8 nA)
than the recruitment current. As a consequence, the I-F rela-
tionship displayed a clockwise hysteresis (Fig. 1B4). More-
over, the amplitude of the action potentials was not the same
during the ascending and descending ramps of current. It sub-
stantially decreased during the ascending ramp and remained
low during the descending ramp.

The eight other motoneurons exhibited different discharge
properties as exemplified in Figure 2. The illustrated motoneuron
was also submitted to a 1 nA/s ramp of current. Fast oscillations

near the derecruitment current. Firing becomes irregular again, and subthreshold oscillations reappear between spikes. B4, /—f relation-
ship. Blackand gray dots indicate the instantaneous frequency of each spike during the ascending and descending ramps, respectively. Note
the clockwise hysteresis of the /~F relationship. The transition from the SPR to the PR occurred at 9.8 nA on the ascending ramp (dashed
line). The input resistance of this motoneuron was 2.1 MC).

(Fig. 2B1, arrow) developed a few millivolts below the voltage
threshold for the first spike (—53 mV). MMOs were present only
during the first few interspike intervals of the ascending ramp
over a current range of 0.3 nA (Fig. 2BI) and during the last
intervals preceding derecruitment (Fig. 2B2). In sharp contrast
with the motoneuron shown on Figure 1, the I-F relationship
displayed a counterclockwise hysteresis, the derecruitment cur-
rent (2.4 nA) being smaller than the recruitment current (3.4 nA)
(Fig. 2B3). Moreover, spike amplitude varied little. The resting
membrane potentials of the two motoneurons illustrated in Fig-
ures 1 and 2 were close (—74 mV and —76 mV, respectively). This
indicates that their different firing patterns were due to genuine
differences in their intrinsic membrane properties. It is interest-
ing to note that the input resistance of motoneurons displaying a
clockwise hysteresis was significantly smaller (3.7 = 2.0 M), N =
21) than the input resistance of motoneurons displaying a coun-
terclockwise hysteresis (5.2 = 1.2 M), N = 7, Student’s t test p =
0.02). The recruitment current was not significantly different be-
tween the two groups: 5.1 = 3.7 nA (N = 21) in the motoneurons
displaying a clockwise hysteresis and 3.8 = 1.7 (N = 8) in those
displaying a counterclockwise hysteresis (Student’s t test p = 0.2).
This is because the presence of the subthreshold oscillations made
the timing of the first spike quite variable. The spike voltage
thresholds were similar in the motoneurons displaying the clock-
wise hysteresis (—51 = 10 mV) and in those displaying the coun-
terclockwise hysteresis (—52 = 10 mV).
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A B —— brane to the voltage threshold for spiking.
[ 120 53mV - 1 ! This extend§ the subprimary range. More-
> 80 i over, the discharge becomes particularly
g : | irregular in the subprimary range, and
% 40+ smv | stacked bands are present in the frequen-
£ 0- B, ' cygram (Fig. 3BI, top) as in experimental
] recordings (see Fig. 6A for an example).
~>3mv- They are due to variations of the number
20mV of oscillations from one interspike inter-
5mV | val to the other (Fig. 3B2). However, as in
the noiseless case, the discharge is quite
Bs 0.1s symmetrical with similar behavior on the

-3my - E 120 ascending and descending ramps.

. / ;
7nA - ng_ 20 ‘i 2 MMOS requirea low membrane
2nA | g ,1° SPR ' PR excitability

= r T T The width of the subprimary firing range
4 Inte4nsity (nA) ¢ depends on the balance between the sodium
and potassium currents. For instance, add-
Figure2.  Thedischarge of a minority of motoneurons displays a counterclockwise hysteresis. 4, Response of another motoneu-  ing a persistent component to the sodium

rontoa 1nA/s triangular ramp of current (6.8 nA amplitude). Same arrangement as in Figure 14. The resting potential was —76
mV and the voltage threshold for the first spike (— 53 mV) was reached for a current intensity of 3.4 nA (recruitment current). Note
that spike amplitude decreased much less during the ascending ramp than in Figure 1. The derecruitment current on the descend-
ingramp was 2.4 nA, i.e., smaller than the recruitment current. B1, Magnification of the voltage trace near recruitment (truncated
spikes). Voltage oscillations (arrowhead) appear before the first spike (asterisk) and remain present in the first few interspike
intervals, giving rise to a small subprimary range (SPR). B2, Magpnification of the voltage trace near the derecruitment current. B3,
I-F relationship. Note the counterclockwise hysteresis. The transition from SPR to primary firing range (PR) occurred at 3.7 nA
(dashed line). Note that a few subthreshold oscillations reappear. The input resistance of this motoneuron was 5.3 M().

The fast subthreshold oscillations are due to the
spike-generating currents

MMOs, associated with a subprimary firing range, do occur in
our basic model that only incorporates the two (sodium and
potassium) spike-generating conductances and the AHP conduc-
tance (see Materials and Methods). The voltage response of the
model to a slow triangular current ramp (0.5 nA/s) is displayed in
Figure 3A1. Near rest, the membrane voltage exhibits no oscilla-
tions. They appear before the first spike (recruitment current 4.4
nA), at a membrane potential of —62 mV, i.e., 3 mV lower than
the spike voltage threshold (Fig. 3A2, filled arrowhead). As the
AHP conductance is activated during the spike, this indicates that
the subthreshold oscillations are not due to the AHP. In our
model, they are caused by the spike-generating currents. After the
first spike, the voltage reaches a stationary potential when the
AHP has subsided (Fig. 3A2, open arrowhead). Fast oscillations
emerge on top of it and grow in amplitude until a new spike is
triggered. As the injected current increases, the number of oscil-
lations between two successive spikes decreases, which accounts
for the frequency steps observed in the subprimary firing range
(see frequencygram in Fig. 3A1). The oscillations totally disap-
pear when the injected current reaches 7.3 nA (Fig. 3A3). The
high-frequency regime, starting at 74 Hz in the example illus-
trated, corresponds to the primary firing range. On the descend-
ing current ramp, MMOs reappear for 7.3 nA (Fig. 3A1, second
vertical line), i.e., the same current as for the transition from the
subprimary to the primary firing range on the ascending ramp.
The derecruitment current (4.3 nA) is close to the recruitment
current on the ascending ramp: the response is symmetrical and
shows no significant hysteresis.

When white noise is added to the injected current (Fig. 3B) or
sodium channel noise is incorporated in the model (data not
shown), the recruitment current is lowered (Fig. 3, compare B2,
3.8nAvs A2,4.4nA) because voltage fluctuations bring the mem-

current reduces MMOs. When the persis-
tent conductance is equal to 0.5 uS (1.25%
of the transient conductance, set to 40 uS),
the recruitment current is reduced from 4.4
to 3.4 nA because of the increased excitabil-
ity (Fig. 3C). In parallel, the width of the
subprimary range is strongly reduced (0.4
nA compared with 2.9 nA without persis-
tent sodium current). Increasing the maxi-
mal conductance of the transient sodium current to 45 uS has a
similar effect (data not shown). MMOs even disappear completely
when the transient sodium conductance is increased beyond 60 uS.
A decrease of the delayed rectifier current also reduces MMOs. Fig-
ure 3D shows that decreasing its conductance from 3.5 to 3 uS re-
duces the width of the subprimary range from 2.9 nA to 0.5 nA. At
the same time, the recruitment current decreased from 4.4 to 3.0 nA,
indicating an enhanced membrane excitability.

We tested experimentally in two motoneurons the prediction
of the model that the persistent sodium current reduces the
subprimary firing range. Using dynamic clamp, we added a fast
activating inward current that mimicked the persistent compo-
nent of the sodium current. In the case illustrated in Figure 4 A,
the motoneuron discharge remained in the subprimary firing
regime during the whole current ramp in the absence of dynamic
clamp: fast oscillations were present in almost all interspike in-
tervals (Fig. 4A2,A3), and the discharge was very irregular (Fig.
4A1). When the artificial persistent inward current was added
(Fig. 4 B), the width of the subprimary range decreased (see the
oscillations in Fig. 4 B2), and a primary firing range appeared at
the highest current intensities. In this range, the discharge was
much more regular (see the frequencygram on the top of Fig.
4 BI) and no oscillations could be seen in any interspike interval
(Fig. 4 B3). In the other motoneuron, the subprimary range also
decreased at the benefit of the primary range when a persistent
inward current was added by dynamic clamp. These experimen-
tal results are in keeping with our theoretical results.

Altogether, our results show that MMOs are elicited by the
spike-generating sodium and potassium currents, thus validating
our working hypothesis. However, MMOs require a low mem-
brane excitability, where the sodium current is sufficient to sus-
tain a repetitive discharge but does not prevail too much upon the
potassium current. Increasing the excitability reduces the subpri-
mary firing range or even makes it disappear. In our basic model,
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the response to the triangular current
ramps is symmetrical, and the recruit-
ment and derecruitment currents nearly
equal. This indicates that, in contrast with
MMOs, the hysteretic behavior cannot be
elicited by the fast spike-generating cur-
rents alone.

Slow inactivation of the sodium current
accounts for the hysteretic properties of
mouse motoneurons

To account for the hysteretic properties of
mouse motoneurons, we endowed the tran-
sient sodium current used in the model with
slow inactivation properties (see Materials
and Methods). In the example shown in Fig-
ure 5A, the discharge pattern of the model
displayed a large clockwise hysteresis in re-
sponse to a slow current ramp (0.5 nA/s)
when the time constant of slow inactivation
of the sodium current was set to 3 s: the dere-
cruitment current was 3.6 nA larger than the
recruitment current. Both the ascending and
descending ramps displayed subprimary and
primary firing ranges. However, the primary
range was narrower during the descending
ramp. The spike amplitude was reduced by
12 mV over the ascending ramp but re-
mained nearly constant during the primary
range on the descending ramp. The slow in-
activation variable (hs, see Materials and
Methods) progressively decreased from 0.90
at discharge onset down to 0.56 at the end of
the ascending ramp, which accounts for this
reduction of spike amplitude (Fig. 5AI).
During the descending ramp, hs had in-
creased to only 0.6 when derecruitment oc-
curred, i.e., inactivation was much stronger
at discharge termination (40%) than at dis-
charge onset (10%). This asymmetry of in-
activation between the ascending and the
descending ramps readily accounts for the
clockwise hysteresis of the I-F curve (Fig.
5A2). A clockwise hysteresis was observed in
the I-F curve when the slow inactivation
time constant was larger than 1.5 s. Figure
5C shows how the size of this hysteresis, de-
fined as the difference between the dere-
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Figure3.  MMOsand a subprimary firing range occur in the basic model. A7, Response of the model to a triangular current ramp (0.5

nA/s, 10 nA amplitude). Same arrangement as in Figure 1A. The dashed vertical lines indicate the transitions from subprimary range (SPR)
toprimary firing range (PR) on the ascending ramp (SPR width 2.9 nA) and from PRto SPR on the descending ramp. A2, Magnification of the
voltage trace atfiring onset (truncated spikes). Note that subthreshold oscillations (black arrowhead) appear before the first action potential
(asterisk, recruitment current 4.4 nA). The open arrowhead points out to the voltage plateau that follows the AHP relaxation. A3, Magni-
fication at the transition from the SPR to the PR (7.3 nA). Note that the time scale is three times faster than in A2. The oscillations (black
arrowhead) totally disappear after the transition. BT, Same as in A7 with white noise added to the injected current. B2, B3, Magnification
of the voltage trace at the firing onset (B2) and at the transition from the SPR to PR (B3). Note the fluctuations of the voltage and the
substantial variations of interspike intervals in the SPR (B2). Subthreshold oscillations (black arrowhead) follow the AHP decay and pro-
gressively disappear during the SPR (B2). Recruitment currentis 3.8 nA and transition from SPR to PR (dashed line) occurs at 7.6 nA. The SPR
width is increased to 3.8 nA compared with A. G, Same as in 4 (no noise) except that a persistent component was added to the sodium
current (fy,,; conductance 0.5 15). Magnification of the voltage response near firing onset. The recruitment currentis 3.4 nA, i.e., smaller
thanin A, indicating an increased excitability. The transition from the SPR to the PR occurs at 3.8 nA. The width of the SPRis thus 0.4 nA, i.e.,
much smallerthaninA. D, Same asin A except for the conductance of the delayed rectifier current (Gy), which was reduced to 3 S (instead
of 3.5 uSin A). Magnification of the voltage response near firing onset. The recruitment current is 3.0 nA, and the current at the transition
from the SPR to the PR (dashed line) is 3.5 nA. Therefore, the width of the SPRis 0.5 nA, again much smaller than in A.

cruitment current on the descending branch and the recruitment
current on the ascending one, varied with the time constant of the
slow inactivation of the sodium current. It was maximal for 4 s. The
hysteresis progressively decreased when the time constant was fur-
ther increased to almost disappear for 60 s.

The clockwise hysteresis is sensitive to the ramp velocity. Increas-
ing the ramp velocity 10 times (to 5 nA/s) while keeping the inacti-
vation time constant fixed led to a more symmetrical I-F curve.
Spike height was less reduced, and the primary range expanded at the
expense of the subprimary range (data not shown). This is because
slow inactivation varies much less during the 5 nA/s triangular ramp
than during the 0.5 nA/s ramp, indicating again that MMOs (and the
subprimary range) strongly depend on membrane excitability.

Adding a slow M-like potassium current that activates in the
subthreshold voltage range with a time constant of 3 s also elicits a

clockwise hysteresis of the I-F curve with a similar dependence on
ramp velocity (data not shown). However, the amplitude of spikes
does not decrease, contrarily to the effect of slow sodium current
inactivation. This strongly suggests that the clockwise hysteresis ob-
served in real motoneurons during slow ramps of current (Figs. 1,
6A) is largely due to the slow inactivation of the sodium current,
although slow potassium currents may also play some part.

The AHP can paradoxically increase membrane excitability
and reduce MMOs

The AHP interacts with the slow inactivation of the sodium cur-
rent to set the excitability and thereby the firing pattern. Increas-
ing 10 times the AHP conductance in the model dramatically
changed the pattern of discharge (Fig. 5, compare A, 0.1 uS; B, 1
wuS). The subprimary firing range and the hysteresis were nearly
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Adding an artificial persistent sodium current with dynamic clamp creates a primary firing range (PR) and decreases

J. Neurosci., April 13,2011 - 31(15):5829 —5840 * 5835

compare B2, A2) and to make the discharge
symmetrical (Fig. 6 BI). Moreover, the spike
amplitude remained nearly constant
throughout current injection. Similar re-
sults were found in the other motoneuron.
These experimental results are in keeping
with the model and again strongly suggest
that the sodium current is endowed with
slow inactivation properties in mouse mo-
toneurons. This inactivation lowers mem-
brane excitability, favoring the appearance
of MMOs, and it is largely responsible for
the clockwise hysteresis of the I-F curve. Al-
though the AHP current is hyperpolarizing
and reduces the firing frequency, it favors
primary range firing because it paradoxi-
cally increases the motoneuron excitability
by de-inactivating the sodium current.

Origin of the counterclockwise

hysteresis

The counterclockwise hysteresis appears
in our model when the following condi-
tions are met: the time constant of the so-
dium current slow inactivation is shorter
than 1.5 s (and longer than 50 ms, i.e., five
times the AHP time constant) and the
AHP conductance is larger than 0.7 uS. In
Figure 7A, the slow inactivation time con-
stant was reduced to 0.6 s (i.e., five times
less than in Fig. 5A) but the AHP conduc-
tance was kept at 0.1 uS (i.e., the same
conductance as in Fig. 5A). The model

the subprimary range (SPR) in a real motoneuron. A7, Response of the motoneuron to a slow ramp of current (9 nA amplitude, 1
nA/s, control condition without dynamic clamp). The recruitment current was 3.5 nA. The discharge remained in the SPR during the
whole ramp. Note the great variability in the frequencygram. A2, A3, Magnifications of the voltage trace (between the two pairs
of dashed vertical lines in A7, truncated spikes) showing the fast oscillations (arrowheads), which account for the variability of the
interspike intervals. BT, Response of the motoneuron in dynamic clamp (7 nA amplitude, 1nA/s, artificial Gy, = 0.025 15). The
recruitment current was reduced to 1.6 nA, indicating an increased excitability when the artificial persistent current was added. A
firing range with little variability appeared in the frequencygram. B2, Magnification of the voltage trace at the beginning of the
ramp (between the two dashed vertical lines in BT) showing the fast oscillations (arrowheads). B3, Magnification of the voltage
trace for a higher current intensity (between the second pair of dashed lines in B) showed no oscillations, as expected in the PR.
APRwas thus created at the expense of the SPR, whose width decreased. This PR was observed despite the smaller ramp amplitude
compared with control. It was entirely due to the addition of the artificial persistent sodium current. The input resistance of this

fired only a few spikes during the ascend-
ing ramp (Fig. 7A), and the last spike was
followed by long lasting subthreshold os-
cillations. This is because the inactivation
time constant was small enough to allow
for a strong inactivation of the sodium
current (54% at the end of the ascending
ramp), thus creating a low excitability
state. When the AHP conductance was in-
creased to 1 uS (Fig. 7B), it substantially

motoneuron was 1.4 M().

abolished (see I-F curve on Fig. 5B2). Moreover, the spike amplitude
remained almost constant. Increasing the AHP de-inactivated sub-
stantially the sodium current: the slow inactivation variable de-
creased to only 0.76 at the end of the ascending ramp for the 1 uS
AHP conductance (Fig. 5BI) versus 0.56 for the 0.1 uS AHP con-
ductance (Fig. 5AI). Increasing the AHP conductance made the
model more excitable, and consequently MMOs and hysteresis
disappeared.

This prediction of the model was experimentally validated in two
mouse motoneurons using dynamic clamp. In control conditions
(Fig. 6 A), the discharge of the illustrated motoneuron in response to
a0.1 nA/s triangular ramp of current was strongly asymmetrical: the
derecruitment current was 1.4 nA larger than the recruitment cur-
rent, the spike amplitude substantially decreased during the ascend-
ing ramp and remained low during the descending ramp. Figure 6 B
shows that adding an artificial AHP conductance of 0.4 uS (on top of
the one naturally present) tended to suppress the MMOs (Fig. 6,

de-inactivated the sodium current, and

the model exhibited a sustained discharge

(Fig. 7BI). However, the discharge pat-
tern was not symmetrical: the derecruitment current was smaller
(2.0 nA) than the recruitment current (3.1 nA), and the I-F curve
displayed a counterclockwise hysteresis (Fig. 7B2). This is be-
cause de-inactivation of the sodium current by the AHP was
larger at the discharge termination (hs = 0.79) than at the dis-
charge onset (0.72). A small subprimary firing range occurred at
the discharge onset (Fig. 7B3) during the dip displayed by hs (Fig.
7B1) and at discharge termination.

A Shilnikov’s homoclinic bifurcation underlies MMOs

The purpose of the present section is to understand, using dy-
namical systems theory, which mathematical scenario underlies
the appearance of MMOs when the membrane is hypoexcitable,
and what explains the switch from subprimary to primary range
as the injected current is increased. For the sake of simplicity, we
illustrate only what happens in the reduced model (see Material
and Methods) and in the absence of noise. Adding a slow com-



5836 - J. Neurosci., April 13,2011 - 31(15):5829 -5840

A Gypp=0.1uS Br Gapp=1HS
i 18 "PR 90 I
g 12 S% |
60
g o ; %
w 1
25mv |

I 1
& - | PR - .
%120— . 60
= 1 SPR J i PR
=} .
g 60 f 3k o 30 -{SPR!
w | & 3
1 .; :;J 114
o- ¢ ! o-
L N N S i | | N B L |
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 810
Intensity (nA) Intensity (nA)
4.—
= []
< sthEg
g3 31t
KL [}
g
g 27 i
E
1 [
I —TTTTry —TTTTrm
1 10 100
Inactivation time constant (s)
Figure5.  Adding a slow sodium current inactivation to the model creates a clockwise hysteresis.

The transient sodium current was endowed with a slow inactivation process (3 s time constant) that
added to the fast inactivation (1 ms) already present. The subsequent reduction in excitability was
compensated by introducing a persistent sodium current (conductance 2.5 S) with similar slow
inactivaction. A7, Response to aslow triangular ramp of current (0.5 nA/s, amplitude 10 nA) when the
AHP conductance was set to 0.1 w.S. From top to bottom: instantaneous firing frequency, voltage
response, slow inactivation variable (hs, see Materials and Methods) and injected current. Note the
reduction of the spike amplitude during the ascending ramp. The gray dots on the inactivation curve
point to the inactivation at firing recruitment on the ascending ramp and derecruitment on the de-
scending ramp. PR, Primary firing range; SPR, subprimary firing range. A2, /-F curve. Note the large
clockwise hysteresis of the /—F relationship. B7, B2, Response when the AHP conductance was in-
creased 10 times (to 1 wS). Same arrangement as in A7 and A2. Note that the spike amplitude
decreases much less, there s less slow inactivation, the subprimary range is narrower, and the hyster-
esis has almost vanished. €, Size of the hysteresis (i.e., difference between derecruitment and recruit-
ment currents) plotted against the time constant of slow inactivation of the sodium current. The AHP
conductance was 0.1 wS. Each point is the average of five simulations, and the vertical bar on each
point is the SD. The abscissa is in logarithmic scale.

ponent to the inactivation of the fast activating sodium current, a
slowly activating potassium current or a persistent sodium cur-
rent does not qualitatively change the scenario that emerges from
our analysis.

MMOs occur because two conditions are satisfied: (1) the
model has a fixed point that is stable at the resting potential but,
following a subcritical Hopf bifurcation, displays a spiral type
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Figure 6. Increasing the AHP reduces both the MMOs and the clockwise hysteresis in a real
motoneuron. A7, Response to a slow triangular ramp of current (0.1 nA/s, 6.7 nA amplitude).
Same arrangement as in Figures 14, 2A. Note the substantial decrease of spike amplitude
during the ascending ramp. The discharge was asymmetric, the derecruitment current being
larger (3.8 nA) than the recruitment current (2.4 nA), i.e., the /-F relationship displayed a
clockwise hysteresis (data not shown). A2, Magnification of the voltage (truncated spikes)
showing the fast subthreshold oscillations and the irregularity of the discharge. B7, Response
when an artificial AHP (conductance 0.4 wS) was added to the natural one using dynamic
clamp. Note that the spike amplitude remained nearly constant throughout the ramp and that
the clockwise hysteresis disappeared (equal recruitment and derecruitment currents). B2, Mag-
nification of the voltage trace showing that the subthreshold oscillations were much reduced
compared with the large oscillations observed without the artificial AHP. Moreover the dis-
charge became much more regular. The input resistance of this motoneuron was 5.0 MC).

instability in the subprimary range, and (2) this fixed point is
revisited each time a spike has been fired. This is illustrated in
Figure 8 A. The tridimensional trajectory of our model during a
typical period in the subprimary firing range is shown in Figure
8Al. After a spike is fired, the trajectory goes back to the V, W
plane (see enlargement in Fig. 8 A2) because the AHP has time to
fully relax and its activation variable z decreases to 0 (Fig. 8A3).
The trajectory reaches the fixed point of the model, i.e., the inter-
section of the two nullclines in the V, W plane (Fig. 8 A4). How-
ever, because this fixed point is unstable, the trajectory of the
model spirals away from it, and a new spike is fired (Fig. 8 AI,A2).
Fast oscillations are due to the existence of this unstable focus,
and MMOs are associated with the existence of a trajectory that
leaves this unstable fixed point but then returns to it because of
the AHP decay. Such a trajectory is called a homoclinic trajectory.
Accordingly, the mathematical scenario for the emergence of
MMOs, where the fixed point becomes unstable through a sub-
critical Hopf bifurcation while a homoclinic trajectory arises, is
called the Shilnikov’s homoclinic bifurcation scenario. The tran-
sition from quiescence to MMOs is indicated in the bifurcation
diagram of Figure 8C.

The firing frequency increases with the injected current. The
transition from the subprimary firing range to the primary range
occurs at 7.3 nA (Fig. 8C). It occurs because the fixed point be-
comes more and more unstable (i.e., it takes less and less time to
spiral away from it) and, importantly, because the AHP begins to
saturate. When the interspike intervals become too small for the
AHP to relax (Fig. 8 B2), the fixed point is no longer reached
before the emission of the next spike and the trajectory of the
system stays away from it in the z direction (Fig. 8 BI). MMOs are
no longer present, and the primary range is reached.
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Figure7. Counterclockwise hysteresisin the model. 4, The time constant of the slow inactivation of the sodium current was reduced to 0.6 s and the AHP conductance set to 0.1 uS. Top, Voltage

response; middle, slow inactivation variable; bottom, injected current. A few spikes only were emitted and they were followed by sustained fast oscillations as shown on the enlargement of the
circled area. B, The AHP conductance was increased to 1 .S. Same arrangement as in Figure 7A7. Note that there is less slow inactivation than in A and that the discharge is sustained. The gray dots
on the inactivation curve indicate the values of hs at recruitment and derecruitment. B2, I—F curve. Note the counterclockwise hysteresis. B3, Magnification of the voltage response at the transition

from the subprimary range (SPR) to the primary firing range (PR).

The above scenario no longer occurs for high membrane ex-
citability (larger ratio of sodium over potassium currents). The
nullcline dV/dt = 0 then becomes strongly N-shaped and inter-
sects the nullcline dW/dt = 0 in three points instead of one. The
lower fixed point, stable at the resting potential, remains stable
when the injected current is increased, and it disappears at dis-
charge onset where it merges with the middle fixed point. Con-
trary to the hypoexcitable case, there is no current range where
the model possesses a fixed point with a spiral instability, which is
why no MMOs are observed.

Finally, the mathematical analysis allows us to compute the
frequency of the fast oscillations, given by Equation 24 in Mate-
rials and Methods, and to understand which parameters deter-
mine them. The oscillation frequency is always high (typically 110
Hz for the standard value of parameters) and little depends on the
voltage, in keeping with previous experimental results (Manuel et
al., 2009). In contrast, it substantially depends on the passive
membrane time constant and on the membrane repolarization
kinetics (W variable). It increases by 50% every time 7, is divided
by two, and presents a similar, albeit lesser, sensitivity to the
recovery time constant 7, (the common value of 7, and 7, see
Materials and Methods).

Discussion

We show (1) that the fast subthreshold oscillations observed in
spinal mouse motoneurons are due to the fast sodium and potas-
sium currents involved in spike generation, and (2) that mixed
mode oscillations occur each time the membrane is in a low
excitability state. Slow inactivation of the sodium current largely
contributes to this state. It reduces the sodium current available
for spiking, giving rise to a large subprimary range with numer-
ous oscillations between spikes. It also explains the clockwise
hysteresis of the I-F curve observed in most mouse motoneurons.

On the contrary, in motoneurons displaying a counterclockwise
hysteresis of the I-F curve, it is likely that slow inactivation is
substantially reduced by the AHP, thus resulting in a more excit-
able state. This could explain why these motoneurons display
only a small subprimary firing range with few oscillations be-
tween spikes. Altogether, MMOs and a subprimary firing range
arise when the AHP current does not sufficiently de-inactivate
the sodium current and a low excitability is achieved.

Mechanism for MMOs

In our model, MMOs are explained by the Shilnikov’s homoclinic
bifurcation scenario. This is the first time to our knowledge that this
scenario is invoked to explain MMOs in neurons. It relies on the
separation of role between the fast spike-generating currents that are
responsible for the high-frequency subthreshold oscillations and the
much slower AHP that brings the fast currents back to equilibrium.
Other neuron models do not display similar features and their
MMOs are explained by different scenarios (Krupa et al., 2008; Ru-
bin and Wechselberger, 2008; Harish and Golomb, 2009). For in-
stance, MMOs can be obtained in the Hodgkin—Huxley model
without AHP. They involve the generalized Canard scenario that
requires two slow variables. This is achieved by slowing down the
kinetics of the recovery variables h and n (Rubin and Wechselberger,
2008). This is not relevant for mouse motoneurons that are charac-
terized by fast spike kinetics [mean half-width of 0.3 ms (Manuel et
al., 2009)], indicating both a fast inactivation of the sodium current
and a fast activation of the delayed rectifier current. In other models
(Gutfreund et al., 1995), the subthreshold oscillations are at low
frequency and directly associated with a membrane resonance in-
volving a slow potassium current, at variance with mouse mo-
toneurons where the low-frequency resonance and the fast
oscillations are not linked. Rather similarly, Harish and
Golomb (2009) explained MMOs in vibrissa motoneurons by
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noise-induced spikes on top of stable
subthreshold oscillations. This is quite
different from our scenario where the
subthreshold oscillations are unstable
and noise is not required to elicit spikes.

A matter of membrane excitability

A slow inactivation of the sodium current is
likely responsible for the low membrane ex-
citability of mouse motoneurons. Sodium
channels are endowed with multiple time
constants for their slow inactivation, rang-
ing from 100 ms to 3 min (Hille, 2001), the
molecular mechanisms of which are still
largely unknown (Ulbricht, 2005). Slow in-
activation of sodium currents has been im-
plicated as a contributing factor to the firing
rate adaptation of spinal motoneurons dur-
ing sustained discharge (Kernell and Mon-
ster, 1982; Powers et al., 1999). In particular,
a slow inactivation with a time constant of
130 ms accounts for the early phase of the
spike frequency adaptation (Miles et al.,
2005). Interestingly, frequency adaptation is
accompanied by a decrease in spike ampli-
tude (Powers et al., 1999). Moreover, the
clockwise hysteresis of the I-F curve, ob-
served in response to a slow triangular ramp
of current, is characteristic of motoneurons
with late firing rate adaptation [type 2 in the
studies by Bennett et al. (2001), Button et al.
(2006)]. When an inactivation process with
a time constant larger than 1.5 s is incorpo-
rated in our model, the amplitude of the
spikes decreases during the ascending ramp,
a large subprimary firing range with MMOs
is present, and the discharge displays a clock-
wise hysteresis pattern. These features are pres-
ent when the ramp is slow (0.5 nA/s) and are
substantially reduced when the ramp velocity
is increased 10 times. This indicates that the
slow inactivation of the sodium current likely
decreases the membrane excitability at a level
low enough to induce MMOs in mouse mo-
toneurons. Frequency adaptation and MMOs
thus appear as two facets of the same underly-
ing biophysical mechanism.

Our simulations show that an M-like
current, with the same time constant as
the slow inactivation of the sodium cur-
rent, also induces a clockwise hysteresis of
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Figure 8.  The Shilnikov's homoclinic bifurcation scenario. A1, Trajectory of the reduced model during a typical period in the
subprimary range (SPR). The trajectory [V(t), W), z(t)] is plotted in the three-dimensional V, W, z space. Vis the voltage, W the
recovery variable (see Materials and Methods), and z the activation variable of the AHP conductance. The arrows show motion
direction on the three-dimensional trajectory. A2, Magnification of the trajectory (boxin A7) when it revisits the unstable focus on
the V, Wplane. Note the spiral made by the trajectory around this focus. A3, Time evolution of the voltage (bottom trace) and of the
AHP activation (z, top trace). Note the MMOs on the voltage. Note also that z fully relaxes to 0 during the interspike interval well
before the next spike is fired. A4, The two nullclines dV//dt = 0 (dashed line) and dW/dt = 0 (gray line) are drawn in the V/, W plane
(i.e., the z = 0 plane). The trajectory spirals around the intersection of the two nullclines, i.e., the fixed point of the model. B1,
Typical trajectory of the model in the primary firing range (PR). The trajectory stays away from the V, I¥/ plane where the unstable
fixed point s located. B2, Time evolution of the voltage and z. Given the high discharge frequency, z has no time to relax between
spikes. C, Bifurcation diagram of the model: the voltage of the stationary solution, both stable and unstable, is displayed as a
function of the injected current. In the quiescent regime, the model displays a stable fixed point (solid line). This fixed point
becomes unstable at 4.1 nA (first vertical line) through a subcritical Hopf bifurcation (HB) when it merges with an unstable, and
thus not experimentally observable, periodic solution (thin dashed line). The model then displays MMOs with an alternation of
subthreshold oscillations (the dots near the unstable fixed point indicate their minimum and maximum voltage) and full blown
spikes (the series of upper and lower dots show their minimum and maximum voltage). The variations in the peak amplitude of
spikes correspond to the successive frequency plateaus in the SPR. At 7.3 nA (second vertical line), the subthreshold oscillations and
the unstable periodic solution disappear, and the model enters the PR.

the AHP is large enough, the membrane becomes too excitable to

the I-F curve. Such a current is present in turtle spinal motoneu-
rons (Alaburda et al., 2002), and KCNQ channels, which underlie
the M current, are expressed at the axon initial segment of mouse
motoneurons where spikes are generated (Pan et al., 2006). The
M-like current certainly plays a role in reducing the motoneu-
rons excitability, but it cannot account for the reduction of
spike amplitude.

The AHP, whose typical relaxation time constant is 10 ms in
mouse motoneurons (Manuel et al., 2009), tends to oppose the
slow inactivation of the sodium current. This de-inactivating ef-
fect increases the number of available sodium channels and
makes the membrane more excitable, thus reducing MMOs. If

produce MMOs, as seen in our dynamic clamp experiments. This
is perhaps why MMOs have never been observed in cat motoneu-
rons: the mean AHP is 5.2 mV at the resting potential versus 2.8
mYV in mouse motoneurons (Manuel et al., 2009). In line with this
suggestion, MMOs tended to appear in experiments where the cal-
cium chelator BAPTA was injected into a cat motoneuron to reduce
the activation of SK channels (M. Manuel and D. Zytnicki, unpub-
lished observations). Slow voltage-dependent potassium currents
activated by the spikes, like a slow delayed rectifier current (not in-
corporated in our model), might add to the effect of the AHP and
also contribute to the de-inactivation of the sodium current.
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Our work suggests that MMOs depend on the excitability
state. One may thus wonder whether barbiturate anesthesia,
which alters the inactivation properties of sodium channels
(Wartenberg et al., 1999), might induce MMOs. This is unlikely
because MMOs have never been reported in motoneurons of
barbiturate anesthetized cats. MM Os may also depend on neuro-
modulation, which increases membrane excitability. For in-
stance, an enhancement of the persistent sodium current will
suppress MMOs. Calcium persistent inward currents (PICs) also
alter excitability. They have been observed in spinal motoneu-
rons of decerebrate and unparalyzed cats (Conway et al., 1988;
Hounsgaard et al., 1988; Lee and Heckman, 1998a,b), in turtle,
mouse, and rat spinal cord slices (Hounsgaard and Kiehn, 1989;
Carlin et al., 2000), and recently in spinal motoneurons of rats
anesthetized with ketamine—xylazine (Button et al., 2006; Hamm
et al., 2010; Turkin et al., 2010) and of mice anesthetized with
fentanyl-midazolam (Meehan et al., 2010). Calcium PICs con-
tribute to shape the I-F relationship and may create a counter-
clockwise hysteresis [types 3 and 4 in the study by Bennett et al.
(2001)]. In our study, calcium PICs are likely to be depressed,
since the barbiturate anesthesia we used is known to block L-type
calcium channels (Guertin and Hounsgaard, 1999). This is prob-
ably why we did not observe any type 4 I-F relationship, i.e., a
counterclockwise hysteresis with discharge acceleration on the
ascending ramp (Bennett et al., 2001). However, when calcium
PICs are present they do not preclude the existence of a subpri-
mary firing range and subthreshold oscillations (Turkin et al.,
2010).

Heterogeneities of the intrinsic membrane properties

In our sample, 28% of mouse motoneurons display a counter-
clockwise hysteresis without any acceleration of the discharge in
the primary range [type 3 behavior described by Bennett et al.
(2001)]. Note that this happens although PICs are strongly de-
pressed. In this firing pattern, the action potential amplitude little
decreases, the width of the subprimary firing range is quite small,
and few fast oscillations are observed. In our model, this occurs
when the inactivation time constant of the sodium current is
smaller than in simulations leading to a clockwise hysteresis, and
when the AHP conductance is larger and de-inactivates more the
sodium current, thus increasing excitability. Excitability can also
be enhanced in the model by moving the threshold of the slow
inactivation toward more depolarized values. This suggests that
slow inactivation might be less important and operate on a
shorter time scale in motoneurons displaying a counterclockwise
hysteresis than in those displaying a clockwise hysteresis. Alto-
gether, the slow inactivation properties of the sodium current are
likely to be heterogeneous in mouse motoneurons, which might
well be responsible for their different firing patterns.

In rat lumbar motoneurons, I-F relationships with a clock-
wise hysteresis were observed in motoneurons with the smallest
input resistance whereas counterclockwise hystereses were ob-
served in those with the highest input resistance (Button et al.,
2006; Turkin et al., 2010). Similar results were found in the pres-
ent study. This suggests a possible relation between the physio-
logical type of the motoneuron and the firing pattern.
Experiments in unparalyzed animals should allow us to elucidate
the functional consequences of the subprimary firing range of
motoneurons on the contraction of their motor unit.
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Chapitre Il - Altérations des propriétés des
motoneurones au cours de la SLA

La sclérose Latérale Amyotrophique se caractérise par la dégénérescence
spécifique des motoneurones spinaux et bulbaires ainsi que des neurones pyramidaux
corticospinaux. Sur le plan clinique les manifestations les plus précoces de la maladie sont
une fasciculation musculaire (tressautements involontaires), une spasticité et une
faiblesse musculaire menant a une paralysie progressive. Chez ces patients SLA,
I'analyse post-mortem des tissus révéle une atrophie de la moelle épiniére. Cette atrophie
résulte de la dégénérescence des voies corticospinales formant les cordons latéraux et
d’'une perte importante des motoneurones situés dans les cornes ventrales de la moelle
épiniere (Ghatak et al. 1986; Martin 1999). Cette neurodégénérescence est accompagnée
d'une gliose, c’est a dire d'une prolifération anormale de cellules gliales formant une
sclérose (Murayama et al. 1991; Kawamata et al. 1992; Schiffer et al. 1996). A I'heure
actuelle, un seul traitement, le Riluzole, a été approuve par la Food and Drugs
Administration (FDA : Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux). Il
ne permet malheureusement de prolonger la vie des patients que de quelques mois. En
effet, lorsque les symptdmes cliniques émergent chez le patient, un nombre significatif de
motoneurones a déja dégénéré (Wohlfart 1959; Swash & Ingram 1988). Ce délai entre le
début de la dégénérescence et le diagnostic clinique pourrait étre une des raisons de
I'échec des nombreux tests cliniques concernant de nouveaux traitements ainsi que de la

faible amélioration procurée par le Riluzole.

A / Modeles SOD1

Les médecins ont cherché des causes génétiques dans les formes familiales de la
maladie (10% des cas) pour en comprendre ses mécanismes. Des mutations ponctuelles
sur plusieurs génes ont été décrites dans les cohortes de patients (Gros-Louis et al. 2006;
Pasinelli & Brown 2006; Dunckley et al. 2007; Leblond et al. 2014). Parmi elles, des

mutations autosomales (plus de 140; Turner & Talbot 2008) sur les exons 2 et 4 du géne
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codant la superoxide dismutase 1 (SOD1, chromosome 2) ont été retrouvées (Rosen et al.
1993) dans 20% des cas de forme familiale et 3% des formes sporadiques. Les mutations
du géne SOD1 représentent ainsi la cause connue de la SLA la plus commune (Boillée &
Cleveland 2008; Rothstein 2009; Andersen & Al-Chalabi 2011; Robberecht & Philips
2013). La SOD1 est exprimée de facon ubiquitaire dans les différents types cellulaires et
bien conservée entre les espéces (Fridovich 1995). Son géne code pour une
métalloprotéine également appelée « Cu/Zn superoxyde dismutase ». La protéine est
localisée dans le cytoplasme, le noyau, les lysosomes et I'espace inter-membranaire des
mitochondries (L. Y. Chang et al. 1988; Keller et al. 1991; Crapo et al. 1992; Sturtz et al.
2001). Lors de son fonctionnement normal, elle lie un ion zinc et un ion cuivre en son
coeur et forme un homodimére dont la principale fonction est I'élimination de radicaux
libres superoxyde (O;") dans la cellule. Elle les métabolise en dioxygene (O.) et en
peroxyde d’hydrogéne (H.O,), protégeant ainsi les cellules contre le stress oxydatif (figure
10 A ; Fridovich 1986). Malgré la diminution de I'activité dismutase globale enregistrée chez
les patients (Saccon et al. 2013) et les dommages oxydatifs observés dans les tissus post-
mortem (Shaw et al. 1995; Shibata 2001), le niveau d’activité enzymatique de la SOD1
enregistré dans différentes mutations ne semble pas étre corrélé a l'agressivité de la
maladie (Borchelt et al. 1994; Ratovitski et al. 1999). De plus certaines mutations
retrouvés chez les patients n’affectent pas ou méme augmentent I'activité dismutase de la
SOD1. Pour ces raisons, la maladie proviendrait plutét d’'un « gain de fonction toxique »

des protéines SOD1 mutées par rapport a la protéine non mutée.

L’identification de ce géne chez les patients a permis I'élaboration de nouveaux
modeéles transgéniques de la maladie. Jusqu’a maintenant, le modéle le plus utilisé pour
I'étude de la SLA est le modéle souris transgénique SOD1-G93A « high expressor » dans
lequel plusieurs copies du géne humain de la SOD1 comportant une substitution de la
Guanine en position 93 par I’Alamine sont introduits dans le génome de la souris (Gurney
et al. 1994). Il existe également d’autres lignées de souris exprimant le géne SOD1 muté
sur d’autres paires de bases azotées (G85R, G37R) et avec différents taux d’expression
(G93A « low expressor »), ainsi que d’autres modéles transgéniques de la maladie plus
récents, créés a partir de mutations sur d’autres génes (FUS, TDP-43; Van den Bosh et al.
2011). Dans le modéle SOD1-G93A, la protéine mutée est exprimée de fagon ubiquitaire
mais déclenche une dégénérescence des motoneurones spécifiquement. S’en suit une

paralysie musculaire progressive puis la mort des animaux a 5 ou 6 mois. Ce modéle
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reproduit des caractéristiques cliniques et pathologiques similaires a la SLA humaine
(Philip C. Wong et al. 2002).

Des lignées a expression conditionnelle du transgene dans certains tissus ont
montré que [I'expression du transgéne dans d’autres types cellulaires que les
motoneurones était nécessaire pour reproduire le phénotype complet de la maladie
(Papadimitriou et al. 2010). Des lignées permettant I'excision du transgene dans certains
types de cellules uniquement ont montré que c’était la production de SOD1 mutée par les
motoneurones eux-mémes et par les précurseurs d’oligodendrocytes NG2-positifs qui était
responsable du déclenchement de la pathologie (Boillée et al. 2006b; Yamanaka et al.
2008; Wang et al. 2009). L’expression du transgéne par les microglies (Boillée et al.
2006a) et par les astrocytes (Yamanaka et al. 2008) définie quant a elle la progression de
la maladie (llieva et al. 2009). Le développement de la maladie est donc a la fois défini par
des processus intrinséques aux différents types cellulaires et par des processus

impliquant une communication entre les différentes cellules (Boillée et al. 2006a).

B / Progression de la maladie dans le modéle SOD1-G93A

L'émergence des ces nouveaux modeles transgéniques a permis une meilleure
compréhension de la progression de la pathologie, notamment des phénoménes
précédant la paralysie. Les premiers signes moteurs observés chez les souris SOD1-
G93A surviennent durant les premiéres semaines post-natales. A partir de P10, ces
animaux montrent des défauts de mouvements de leurs pattes antérieures (placement sur
un objet) et sont plus lents a se retourner lorsqu’ils sont placés sur le dos (van Zundert et
al. 2008). Une chute de la force musculaire développée pour les muscles a contraction
rapide (tibialis antérieur, extenseur digitorum longus, gastrocnémien médian) apparait aux
alentours de P40-50 alors que les muscles a contraction lente (soléaire) semblent
épargnés (Hegedus et al. 2007). Cet age correspond a I'apparition de défauts au cours de
la locomotion et une diminution de la vitesse de course (Veldink et al. 2003; Wooley et al.
2005). Ces problémes moteurs surviennent alors qu’'une premiére vague de dénervation
des unités motrices se produit (Figure 10). Elle concerne les fibres musculaires |IB des
unités motrices FF (Pun et al. 2006; Fischer & Glass 2007; Gordon et al. 2007; Hegedus

et al. 2008). Conjointement a cette dénervation, on observe une transition des fibres
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musculaires 1IB vers le type IIA et leur réinnervation par les unités motrices FR et S
(Hegedus et al. 2008). A P80-90, survient une seconde vague de dénervation (Figure 10)
concernant principalement les unités motrices FR (Fischer & Glass 2007; Hegedus et al.
2008). La paralysie du train arriere commence a étre flagrante a cet age. Les muscles
lents jusqu’ici épargnés commencent alors a étre affectés et la faiblesse musculaire
progresse dans les muscles rapides (Hegedus et al. 2007). La dégénérescence a
proprement parler des corps cellulaires des motoneurones les plus vulnérables ne
commence qu'a partir de P100 (Fischer et al. 2004); les corps cellulaires des
motoneurones S persisteront jusqu’aux stades terminaux de la maladie (Kanning et al.
2010). L’atteinte des motoneurones gamma est quant a elle incertaine (Swash & Fox
1974; Kanning et al. 2010). La paralysie compléte des pattes postérieures et antérieures
est atteinte respectivement a P125 et P135; la mort de I'animal suit peu aprés (Chiu et al.
1995).

A
Situation normale FF
FR ‘
s \
B

Diminution de la
force musculaire

Figure 10: Dénervation des  jonctions
neuromusculaires dans le modéle SOD1-G93A. A.
Innervation normale des fibres musculaires |, 1A et
1IB par les motoneurones S, FR et FF respectivement.
B. Dénervation spécifique des fibres musculaires IIB
C P80-90 accompagnée d'une atrophie musculaire dans la
souris SOD1-G93A pré-symptomatique et

réinnervation partielle de ces fibres par les
Début de | motoneurones FR et S. C. Dénervation des unités
ebut Ie .a S motrices FR marquant le début de la paralysie.
S e
~
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Mort aux alentours de P130-140
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C / Physiopathologie

Il est difficile de différentier les déréglements physiologiques qui sont causaux dans
la maladie de ceux qui reflétent au contraire des mécanismes compensatoires ayants des
effets protecteurs. L'étude de ces déreglements a toutefois permis de formuler de
nombreuses hypothéses pour tenter d’expliquer la dégénérescence spécifique des
motoneurones dans la SLA. Parmi elles, les principales invoquent des dommages
oxydatifs (causés par les especes réactives de l'oxygéne) et nitrosatifs (causés
principalement par NOT), l'accumulation d'agrégats intracellulaires, des dysfonctions
mitochondriales, I'altération du transport axonal, une déficience de facteurs de croissance,
une implication des cellules gliales ou encore une excitotoxicité liée au glutamate. Ces
hypothéses ne sont pas exclusives et peuvent impliquer des mécanismes agissant en

paralléle et qui vont concourir conjointement a la dégénérescence des motoneurones.

a) Dommages oxydatifs et nitrosatifs

Bien que lactivité catalytique de la SOD1 soit préservée dans la plupart des
mutations, la protéine mutée pourrait concourir a la dégénérescence des motoneurones
en acquérant parallélement une activité enzymatique toxique. Une augmentation des
dommages oxydatifs et nitrosatifs a été observée dans les souris SOD1-G93A (Andrus et
al. 1998) ainsi que chez les patients SLA (Bruijn et al. 1997a; Beal 2002). L’hypotheése
d'un stress oxydatif médié par les mutations SOD1 est basé sur la possibilité que les
modifications structurelles de la protéine mutée pourrait exposer son site actif (i. e. son
coeur cuivre-zinc) a des substrats aberrants (Beckman et al. 1993). La protéine mutée
pourrait catalyser la conversion du peroxyde d’hydrogéne (H.O.) en radicaux libres
hydroxyle (HO') (Wiedau-Pazos et al. 1996) ou utiliser le peroxynitrite (ONOO’) comme
substrat pour la nitration des protéines (Figure 11 ; Beckman et al. 1993), provoquant ainsi

une cascade de dommages toxiques sur les membranes, les protéines et 'ADN.
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Figure 11 : Hypothéses sur le gain de fonction toxique de la SOD1 mutée. A. activité normale de la SOD1 :
dismutation des ions superoxide. B-D. Mécanismes proposés pour la toxicité de la SOD1 mutée B. Formation de
racicaux hydroxyle a partir du peroxyde d'hydrogene C. Catalyse de la nitration de la tyrosine par le peroxynitrite. D.
Génération d'ions superoxyde et de peroxynitrite. Adaptée de Cleveland and Rothstein 2001.

b) agrégats intracellulaires

Comme c’est le cas dans de nombreuses pathologies neurodégénératives (maladie
de Parkinson, chorée de Huntington...), l'agrégation de protéine mutée est un des
mécanismes par lequel la SOD1 mutée pourrait acquérir sa toxicité (Bruijn et al. 1998).
Des agrégats de protéine SOD1 ont en effet été observés dans la forme familiale de la
maladie ainsi que dans les motoneurones des modéles mSOD1. La formation de ces
inclusions cytoplasmiques semble de plus précéder ou coincider avec I'apparition des
symptoémes et s’accumuler avec la progression de la maladie. Ce phénomeéne pourrait
constituer un événement précoce de la maladie. L'agrégation intracellulaire de protéines
SOD1 peut entrainer la dégénérescence des motoneurones par différentes voies, incluant
la séquestration de composants cellulaires (Bruijn et al. 1998), la réduction de I'activité des

protéines chaperonnes (Bruening et al. 1999) et des dysfonctions dans la formation du
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complexe ubiquitine-protéasome (Niwa et al. 2002) par lequel la cellule dégrade ses
déchets métaboliques. Des agrégats contenant ces complexes ubiquitin-protéasome ont
en effet été observés a la fois dans les formes sporadiques et familiales de la maladie
(Niwa et al. 2002; Deng et al. 2011). Des inclusions cytoplasmiques riches en protéines
TDP-43 (dont le géne est muté dans certains cas de SLA) ont également été identifiées
chez certains patients (Van Deerlin et al. 2008) et confortent I'hypothése de I'implication

de tels agrégats dans la physiopathologie de la SLA.

c¢) dysfonctions mitochondriales

Des anomalies structurelles des mitochondries ont été observées chez les patients
SLA (Menzies et al. 2002) et des mutations du géne du cytochrome C (protéine
mitochondriale ; Comi et al. 1998) et d'ARN de transfert mitochondriaux (Gillian M.
Borthwick et al. 2006) ont été retrouvées chez certains d'entre eux, suggérant l'implication
de dysfonctions mitochondriales dans la SLA. Les mitochondries sont responsables de la
production de I'énergie nécessaire au meétabolisme cellulaire par respiration et sont
impliquées dans la régulation des niveaux de calcium cytoplasmique. Leur altération
pourrait constituer le lien entre I'augmentation des taux de calcium intracellulaire observés
chez les patients (Siklos et al. 1996) et le stress oxydatif. Les motoneurones sont en effet
trés sensibles a l'inhibition du métabolisme mitochondrial, qui peut causer une élévation
du taux de calcium intracellulaire couplée a une augmentation du stress oxydatif
(Bergmann & Keller 2004). Or, des études ont montré une inhibition du complexe IV de la
chaine respiratoire des mitochondries dans la corne ventrale de patients SLA (Borthwick
et al. 1999)

Dans le modele SOD1-G93A, le gonflement et la vacuolisation des mitochondries
apparaissent dés les stades pré-symptomatiques (Wong et al. 1995; Higgins et al. 2003;
Martin et al. 2007). Divers mécanismes peuvent étre envisagés pour expliquer des
dommages mitochondriaux provoqués par les protéines SOD1 mutés, incluant un blocage
des canaux membranaires des mitochondries ou encore une altération de la capacité en
tampon calciqgue des motoneurones (Boillée et al. 2006b; Jaiswal & Keller 2009;
Grosskreutz et al. 2010). Des observations en microscopie électronique ont révélé que la

membrane externe des mitochondries restait relativement intacte dans la pathologie
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(Higgins et al. 2003) alors que le cristae (membrane mitochondriale interne) et la matrice
étaient profondément remodelés (Martin et al. 2009). Cette conformation permet une
expansion de la membrane externe conduisant au gonflement des mitochondries et a
I'expansion de l'espace inter-membranaire (Higgins et al. 2003). Ce mécanisme pourrait
étre relié a I'accumulation de protéines SOD1 dans I'espace inter-membranaire (Higgins et
al. 2002; 2003). Ces changements morphologiques favorisent la formation des pores
mitochondriaux (mPTP : mitochondrial Permeability Transition Pore), facteurs majeurs des

processus de mort cellulaire programmée (Martin et al. 2009).

d) mort cellulaire par nécroptose

Dans la SLA, la dégénérescence des motoneurones se déroule suivant un
mécanisme complexe qui exprime a la fois des caractéristiques apoptotiques et
nécrotiques (Re et al. 2014; Pirooznia et al. 2014). La surexpression de la protéine Bcl-2
(Kostic et al. 1997), anti-apoptotique, aussi bien que l'inhibition de I'expression de la
protéine Bax (Gould et al. 2006; Re et al. 2014), pro-apoptotique, permettent en effet de
préserver les motoneurones dans les souris SOD1 et dans les cultures de tissus de
patients SLA. Bax est une protéine mitochondriale qui induit normalement I'apoptose en
perméabilisant leur membrane, s’en suit une libération du Cytochrome C contenu dans les
mitochondries et I'activation des caspases. Cependant, les concentrations en Cytochrome
C des tissus spinaux des patients SLA sont réduits par rapport aux sujets sains (lizecka
2007). De plus, malgré l'activation de certaines caspases (1,9 et 3) pro-apoptotiques
observée dans les modeles SOD1 (Pasinelli et al. 2000; Guégan et al. 2001), ni I'inhibition
des caspases 3, 7 et 8, ni celle de I'expression de la protéine p53, impliquées dans la voie
apoptotique, ne permettent de protéger les motoneurones de patient SLA en culture (Re et
al. 2014). Les motoneurones SOD1 perdent également l'intégrité de leur membrane
plasmique en deégeénérant, caractéristique de la nécrose. La dégénérescence des
motoneurones dans la SLA semble donc étre médiée par un mécanisme Bax-dépendant
et caspases-indépendant. Il est devenu clair ces derniéres années que I'apoptose n’était
pas le seul mécanisme régulant la mort cellulaire : la nécroptose, une forme de nécrose
programmeée décrite récemment déclenche la mort cellulaire par 'activation de 'enzyme
RIP1 (Ofengeim & Yuan 2013) de maniere caspase-indépendante (Galluzzi et al. 2014).

Or, linhibition de cette enzyme permet la protection des motoneurones de patients en
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culture (Re et al. 2014). La nécroptose semble donc étre le mécanisme par lequel les

motoneurones dégénérent au cours de la SLA.

e) altérations des neurofilaments et du transport axonal

Une accumulation de neurofilaments dans le corps cellulaire et la partie proximale
de lI'axone est caractéristique de la SLA. L'accumulation de neurofilaments est connue
pour provoquer des dysfonctions sélectives des motoneurones (Xu et al. 1993; Lee et al.
1994). De facon intéressante, la surexpression de neurofilaments dans le modéle
transgénique SOD1-G37R n’accélére pas la progression de la maladie mais prolonge la
durée de vie des animaux (Couillard-Després et al. 2000). L’accumulation est, dans ces
expériences, prononcée dans le corps cellulaire des motoneurones mais réduite dans les
axones. L’accumulation dans le soma pourrait avoir un effet tampon sur les dommages
cellulaires provoqués par la toxicité de la protéine SOD1 mutée (Couillard-Després et al.
2000; Nguyen et al. 2001). En contrepartie, la diminution de la quantité de neurofilaments
dans l'axone pourrait protéger le motoneurone en facilitant le transport axonal. Cette
hypothése est supportée par le fait qu’un ralentissement du transport axonal ait été
observé dés les stades pré-symptomatiques dans les modéles SOD1 (Williamson &
Cleveland 1999). De plus, des mutations sur le géne de la dynactine, protéine impliquée
dans le transport rétrograde, ont été répertoriées dans certains cas de SLA (Puls et al.
2003). Ces défauts de transport axonal peuvent conduire a des problémes de transport
rétrograde de facteurs trophiques libérés par les muscles a la périphérie ainsi qu’une plus
faible mobilité des mitochondries le long de I'axone; leur gonflement jouant également un

réle négatif dans leur mobilité (Magrané et al. 2012).

f) facteurs de croissance

Un réle potentiel du facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) dans la
physiopathologie de la SLA a émergé d’un modéle transgénique de souris dans lequel le
gene codant le VEGF est muté (Oosthuyse et al. 2001). Dans ce modéle, le déficit de
VEGF provoque des altérations motrices progressives et une dégénérescence spécifique

des motoneurones entre 5 et 7 mois. Le mécanisme d’action du VEGF proposé inclut des
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effets neuroprotecteurs directs et une habilité a réduire les dommages ischémiques par la
régulation de la vascularisation. Le role protecteur du VEGF est supporté par la
démonstration du ralentissement de la progression de la SLA dans les souris SOD1-G93A
surexprimant le VEGF (Y. Wang et al. 2007) ou lors d'une administration chronique
(Storkebaum et al. 2005; Azzouz et al. 2004). D’autres facteurs trophiques comme I’
« Insulin-like Growth Factor-1 » (IGF-1; Kaspar et al. 2003) ou le « Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor » (GDNF; Acsadi et al. 2002) semblent également avoir des effets

neuroprotecteurs et ralentissent la progression de la maladie dans le modéle SOD1-G93A.

g) Implication des cellules gliales

Comme énoncé plus haut (cf. « B / modéles SOD1 »), la dégénérescence des
motoneurones n’est probablement pas un processus « cellule autonome » dans la SLA et
impliquerait les cellules gliales avoisinantes. Bien avant la dégénérescence des
motoneurones, une microgliose s’installe dans la moelle épiniére des souris SOD1-G93A
aux alentours de P30 (Saxena et al. 2009) et une gliose astrocytaire vers P50 (Fischer et
al. 2004). Des inclusions astrocytaires ont également été reportées comme un indicateur
précoce de la toxicité de la protéine SOD1 mutée. Elles préceédent l'apparition des
symptomes et augmentent avec la progression de la maladie (Bruijn et al. 1997a).
L’'implication des glies dans la dégénérescence des motoneurones a été mise en évidence
élégamment par une série d'études sur des modeéles SOD1 « chimériques » ou
'expression de la protéine mutée est restreinte a certains types cellulaires. Son
expression limitée aux astrocytes (Gong et al. 2000) ou aux motoneurones (Pramatarova
et al. 2001) ne suffit pas a induire les déficits moteurs chez la souris. Cependant, dans des
modeéles chimériques de co-culture motoneurones-astrocytes, la mort de motoneurones
n'exprimant pas la mutation a été observée en présence d’astrocytes comportant la SOD1
mutée (Julien 2007; Nagai et al. 2007). La diminution de I'expression de la SOD1 mutée
dans la microglie des souris SOD1-G37R permet de prolonger leur durée de vie d’'une
centaine de jours, sans pour autant retarder I'apparition de la maladie (Boillée et al.
2006a). Les mécanismes par lesquels les astrocytes et la microglie participent a la mort
cellulaire des motoneurones impliqueraient des mécanismes inflammatoires médiés par la

libération de facteurs toxiques (Julien 2007; Fritz et al. 2013; Pirooznia et al. 2014).
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L’altération des oligodendrocytes, cellules qui myélinisent les motoneurones dans la
moelle épiniere, semble également impliquée dans la progression de la pathologie (Cho
2013). Une dégénérescence des oligodendrocytes et une prolifération anormale des
cellules NG2+, précurseurs des oligodendrocytes, dans la moelle épiniere des patients et
des souris SOD1 pré-symptomatiques ont été observées (Kang et al. 2013). Cependant,
bien que de nouveaux oligodendrocytes soient formés a partir des cellules NG2+, ils
présentent des défauts dans leur maturation et échouent a remyeliniser efficacement les
motoneurones. L’'excision spécifique du géne muté dans les oligodendrocytes retarde
substantiellement I'apparition de la maladie et prolonge la durée de vie des souris SOD1.
D'ou I'nypothése selon laquelle les mutations SOD1 pourraient augmenter la vulnérabilité
des motoneurones et accélérer la progression de la maladie en altérant directement la

fonction des oligodendrocytes (Kang et al. 2013).

h) Excitotoxicité

L'excitotoxicité du glutamate pourrait étre en cause dans la SLA en provoquant une
entrée excessive et délétére de calcium dans le motoneurone (Cleveland & Rothstein
2001). La participation de ce mécanisme a été proposée lorsqu’'une augmentation de la
concentration en glutamate a été décelée dans le liquide cérébro-spinal des patients SLA
(Rothstein et al. 1990). Cette augmentation, retrouvée chez 40% des cas de SLA est de
plus associée a une sévérité et une progression plus importante de la maladie (Spreux-
Varoquaux et al. 2002). Aprés sa libération par les afférences excitatrices, le glutamate est
normalement éliminé rapidement de la fente synaptique. Dans les motoneurones, cette
élimination est principalement accomplie par les transporteurs glutamatergiques
astrocytaires EAAT2 (GLT-1) (Rothstein et al. 1995). Or des altérations dans I'expression
de ce transporteur ont été identifiées dans un large pourcentage des formes sporadiques
de la maladie (Rothstein 1995) et plus tard dans tous les modéles murins mSOD1
(Howland et al. 2002; Bruijn et al. 1997). Chez les patients SLA, l'altération de I'efficacité
de EAAT2 est due a I'expression de variants d’épissage plutdt qu'a une diminution du
niveau d’expression (Sasaki et al. 2001; Munch et al. 2002; Ignacio et al. 2005). Dans le
modeéle rat SOD1-G93A, I'expression de EAAT2 commence a diminuer dés les stades
présympomatiques et est complétement abolie dans les phases terminales de la maladie

(Howland et al. 2002). De plus, la surexpression de EAATZ2 dans les souris transgéniques
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SOD1-G93A diminuerait [l'agrégation de la protéine SOD1 et retarderait Ila
dégénérescence des motoneurones, prolongeant ainsi la durée de vie des animaux (Guo
et al. 2003; Rothstein et al. 2005). Les interactions entre les protéines EAAT2 et SOD1 ont
été étudiées par coexpression dans les oocytes de xénope. Trotti et collaborateurs (1999)
ont montré une inactivation du transporteur par la SOD1-G37R en présence de peroxyde
d’hydrogéne. EAAT2 serait donc une cible de la toxicité de la SOD1 mutée. L'effet
bénéfique du Riluzole sur la maladie pourrait se situer a ce niveau, a la fois par stimulation
de la recapture du glutamate par les astrocytes (Azbill et al. 2000; Dunlop et al. 2003) et

par inhibition des récepteurs glutamatergiques sur le motoneurone (Debono et al. 1993).

Les astrocytes sont également impliqués dans la régulation des récepteurs post-
synaptiques au glutamate (Van Damme et al. 2007). La contribution des récepteurs AMPA
aux entrées synaptiques glutamatergiques augmente avec la maturation du motoneurone
(Vinay et al. 2000). Ces récepteurs sont normalement constitués de sous-unités GIuR2
imperméables aux ions Ca?. Dans les motoneurones SOD1, cependant, les sous-unités
GIuR2 sont en partie remplacées par les sous-unités GIuR3 conférant aux récepteurs une
perméabilité au calcium (Tortarolo et al. 2006) et renforgant I'effet excitotoxique du
glutamate. De fagon similaire, on retrouve sur les motoneurones des patients SLA des
récepteurs AMPA perméables au calcium. Cette perméabilité est due a I'expression de

sous-unités AMPA mutantes GluR2Q liées a un défaut d’édition de 'ARN messager.

L'ensemble des mécanismes proposés pour tenter d’expliguer la physiologie de la SLA

sont résumés par la Figure 12.
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Figure 12 : Mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la neurodégénérescence dans la SLA. Les
mécanismes responsables de la dégénérescence des motoneurones dans la SLA sont multifactoriels et pourraient
résulter d’interactions complexes entre I'excitotoxicité du glutamate, la génération de radicaux libres, les agrégats
cytoplasmiques de protéines, combinés a des dysfonctions mitochondriales et une altération des transports axonaux et
dendritiques par accumulation d’agrégats de neurofilaments. Les glies pourraient contribuer a la maladie par la sécrétion
de facteurs pro-inflamatoires et finalement, la dégénérescence pourrait survenir par activation des voies nécroptotiques.
Adaptée de Kiernan et al. 2011.

D / Modifications de I’excitabilité intrinséque des motoneurones dans la
SLA

Chez le patient, de études de la conduction nerveuse on pointé une augmentation
de I'excitabilité membranaire axonale (Bostock et al. 1995; Tamura et al. 2006; Nakata et
al. 2006; Vucic and Kiernan 2006), et le degré d’hyperexcitabilité axonale semble étre
corrélé négativement a la survie des patients (Kanai et al. 2012).0r, depuis maintenant
plusieurs années, des modifications des propriétés intrinséques et de la morphologie des
motoneurones ont été rapportées dans les modéles SOD1. Ces propriétés définissent en

grande partie I'excitabilité intrinseque des motoneurones (cf. Chapitre 1) et leur
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modification pourrait donc constituer un facteur majeur de la pathologie en interagissant
avec les différents mécanismes présentés précédemment. En effet, le calcium n’entre pas
seulement dans le motoneurone par les récepteurs glutamatergiques lors de Ia
transmission synaptique, il entre également par les canaux calciques voltage-dépendants
a chaque potentiel d’action (Powers & Binder 2001). Une excitabilité intrinséque accrue
des motoneurones (de la méme fagon que I'excitotoxicité liée au glutamate) pourrait donc
potentialiser le stress calcique subi par les neurones en les faisant décharger plus
frequemment. Cette augmentation du calcium intracellulaire mettrait a 'épreuve a la fois le
métabolisme énergétique nécessaire a son excrétion via les pompes Na/K (Furukawa et
al. 2013) et le bon fonctionnement des mitochondries (Fritz et al. 2013). L’effet bénéfique
du Riluzole est un argument en faveur de limplication de I'hyperexcitabilit¢é dans la
maladie. Il permet en effet de prolonger la survie des motoneurones en réduisant leur
excitabilité (i.e. réduction des courants entrants persistants et de la libération de
glutamate).Toutefois, différentes études sur les modéles SLA relatent des altérations trés
disparates des propriétés modulant I'excitabilité des motoneurones au cours de la
maladie; une hypoexcitabilité n’étant pas a exclure, elle pourrait signifier la mise en place

de mécanismes compensatoires visant a limiter I'excitotoxicité du glutamate.

a) Propriétés passives

Certaines équipes font état d'une diminution de la résistance d’entrée des
motoneurones de souris SOD1-G93Ahigh (Quinlan et al. 2011) et G85R (Bories et al.
2007; Amendola & Durand 2008) néonatales sans modification de leur potentiel de repos.
Cependant, d’autres travaux montrent une stabilité de la résistance d’entrée dans les
modeles G93Alow et G85R au méme age ainsi qu'une dépolarisation du potentiel de
repos des motoneurones G93Alow (Pambo-Pambo et al. 2009). Finalement, aucun
changement dans les propriétés passives n'a été détecté dans les motoneurones en
culture (Pieri et al. 2003; Kuo et al. 2004; Wainger et al. 2014) ou hypoglossaux de souris
G93A (van Zundert et al. 2008). La grande variabilité dans ces résultats peut trouver son
origine dans la diversité des propriétés toxiques des différentes mutations aussi bien que
dans des différences du timing des altérations interagissant avec des meécanismes
compensatoires (Pambo-pambo et al. 2009). La vulnérabilité¢ différentielle des

motoneurones selon leur type physiologique est également a prendre en compte; les
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mécanismes pathologiques pouvant survenir spécifiquement ou avec un timing différent
dans les motoneurones les plus vulnérables (Bories et al. 2007, Amendola & Durand
2008).

b) Morphologie

Des études morphologiques ont été entreprises en paralléle dans ces modéles par
marquage intracellulaire des motoneurones. Elles tendent a déterminer si les modifications
de la résistance d’entrée observées dans la SLA par certaines équipes peuvent étre
imputées a d'éventuels changements structuraux de I'arborisation dendritique. Martin et al.
(2013) ont rapporté une augmentation de résistance d’entrée liée a un raccourcissement
des segments dendritiques terminaux des motoneurones spinaux de souris G93Ahigh
embryonnaires. Les motoneurones G93Ahigh hypoglossaux semblent quant a eux montrer
une diminution des ramifications dendritiques P6-P9 (van Zundert et al. 2008). Au
contraire, Filipchuk et Durand (2012) ont montré un allongement des segments
dendritiques terminaux a P3-P4 suivi d’'une augmentation de la ramification des dendrites
a P7-P8 (Amendola & Durand 2008) dans les motoneurones G85R. ElBassiouny et
collaborateurs (2010) ont par la suite estimé, au moyen de simulations numériques, dans
quelle mesure 'augmentation de la taille des motoneurones mesurée par Amendola et
Durand (2008) pouvait expliquer leur diminution de résistance d’entrée. Leurs résultats
indiquent que seul un tiers de cette baisse de résistance pouvait étre imputée a
'augmentation de la ramification dendritique. Les deux tiers restants étant dus a une

diminution de la résistivité membranaire spécifique.

c) Propriétés actives

Comme vu dans le chapitre précédent, les courants entrants persistants modulent
la fréquence de décharge des motoneurones. Plusieurs études on montré une
augmentation des courants entrants persistants sodiques et calciques dans les neurones
G93Ahigh (Kuo et al. 2004; 2005; van Zundert et al. 2008; Pieri et al. 2009; Quinlan et al.

2011), mais une autre étude relate une diminution de ces courants dans les motoneurones
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G93Alow et G85R (Pambo-pambo et al. 2009). Le gain de la relation courant-fréquence de
ces motoneurones a été décrit comme diminué (Pambo-pambo et al. 2009), augmenté
(Kuo et al. 2004) ou inchangé (Bories et al. 2007, Quinlan et al. 2011). De la méme fagon,
les modifications rapportées quant a la forme des potentiels d’actions sont trés diverses.
lls sont décrits plus larges (Pambo-pambo et al. 2009, van Zundert et al. 2008) avec une
diminution du courant potassique de rectification retardée (Wainger et al. 2014), moins

larges (Quinlan et al. 2011) ou inchangés (Bories et al. 2007).

E / Vulnérabilité différentielle

Comme vu précédemment, tous les motoneurones ne sont pas affectés de la
méme fagon par la pathologie. L'analyse des racines ventrales révele la disparition
préférentielle des axones de plus gros calibre (Kong & Xu 1998; Fischer et al. 2004). Dans
les modeles SOD1, les motoneurones FF sont les premiers a dénerver leurs fibres
musculaires (Frey et al. 2000), suivis des motoneurones FR, alors que les jonctions
neuromusculaires des motoneurones S restent en place jusqu’a un stade avancé de la
maladie (Pun et al. 2006). Chez les patients SLA sporadiques, les EMGs ont montré que
cette dénervation précédait la dégénérescence des motoneurones (Fischer et al. 2004) et
que les unités motrices rapides étaient les premiéres affectées (Dengler et al. 1990). Les
données cliniques supportent ainsi le caractére commun de la vulnérabilité différentielle a
toutes formes de la SLA (familiales et sporadiques). Toutefois, les causes de cette

vulnérabilité différentielle ne sont pas encore claires.

a) Origine neuronale

Les motoneurones FF, les plus vulnérables, sont également les motoneurones
ayant les dépenses énergétiques les plus importantes. Ce sont les motoneurones qui
etablissent le plus grand nombre de jonctions neuromusculaires et qui doivent de fait
produire et exporter de grandes quantités de vésicules synaptiques jusqu’aux fibres
musculaires. lls posseédent également les arborisations dendritiques et les volumes
intracellulaires les plus importants et nécessitent donc la synthese de plus grandes

quantités de protéines nécessaires au maintien des surfaces membranaires et au trafic
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jusqu’aux dendrites distales. Certains auteurs ont ainsi invoqué des difficultés plus
importantes pour ces motoneurones a faire face aux différents stress rencontrés dans la
pathologie. Des études ont par exemple révélé une plus forte sensibilité au stress du
réticulum endoplasmique des motoneurones les plus vulnérables (Saxena et al. 2009;
Bernard-Marissal et al. 2012). Les motoneurones FF ont les niveaux de tampons calciques
(parvalbumine, calbindine, calmoduline, etc.) les plus bas (Grosskreutz et al. 2010) mais
ont tendance a décharger par des bouffées a haute fréquence (Burke 1981) qui générent
d'importantes charges de calcium dans le motoneurone. lls sont donc potentiellement plus
vulnérables a l'augmentation des influx calciques via les récepteurs AMPA qui sont

rencontrés dans la SLA.

b) Origine musculaire

La grande vulnérabilité des unités motrices FF pourrait étre directement liée a la
quantité importante de fibres musculaires qu’elles innervent (Fahim et al. 1984) et aux
propriétés de ces derniéres. Les fibres musculaires IlIb innervées par les motoneurones FF
sont plus faiblement vascularisées que les autres (Burke 1981) et expriment des niveaux
plus bas de VEGF (Annex et al. 1998; Lambrechts et al. 2003). Or une étude a révélé une
grande sensibilité des jonctions neuromusculaires des unités motrices F au stress
ischémique dans le modéle SOD1-G93A (David et al. 2007). Les fibres musculaires IlIb
produisent également plus de peroxyde d’hydrogéne que les autres (Capel et al. 2004). Or
la SOD1-G93A peut métaboliser ce peroxyde d’hydrogéne en radicaux toxiques hydroxyle
(Figure 10; Wiedau-Pazos et al. 1996; Yim et al. 1997; 1999). Finalement, les muscles
rapides possédent des concentrations plus importantes en oxyde nitrique synthase
(Grozdanovic 2001) et il a été montré que I'expression de la SOD1-G93A par les

motoneurones en culture les sensibilisait a 'oxyde nitrique (Raoul et al. 2002; 2006).

c¢) Cas des noyaux moteurs résistants

Outre cette différence de vulnérabilité entre les différentes sous-classes de
motoneurones, tous les noyaux moteurs ne sont pas affectés de la méme fagon. Aux

stades terminaux de la maladie, alors que la grande majorité des mouvements volontaires
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sont perdus, des études cliniques réveélent que les mouvements oculaires et le contrble
volontaire des sphincters rectal et urethral sont préservés (Mitsumoto et al. 2006). Ces
fonctions sont contrdlées par les motoneurones des noyaux abducens, trochléaire et
oculomoteur dans le tronc cérébral et du noyau d’Onuf dans la moelle épiniére
lombosacrée. Les analyses post-mortem ont révélé que ces motoneurones étaient
presque complétement épargnés dans ces noyaux a un stade ou les motoneurones
spinaux ont déja dégénéré (Schrgder & Reske-Nielsen 1984; Gizzi et al. 1992; Mannen
2000; Kaminski et al. 2002). Ces observations ont été reproduites dans les modéles SOD1
pour les noyaux oculomoteur, trochléaire et abducens (Ferrucci et al. 2010) ainsi que dans
le noyau d’Onuf (Hamson et al. 2002). La préservation de certains noyaux a donné
'opportunité a plusieurs équipes de déterminer les différences moléculaires et cellulaires
de leurs motoneurones avec les motoneurones spinaux et de déterminer leur réle dans la
résistance a la maladie. Ces études ont révélé que les courants calciques médiés par les
récepteurs AMPA sont plus faibles et que les courants chlore médiés par les récepteurs
GABA sont plus importants dans les motoneurones des noyaux résistants (Brockington et
al. 2013), ce qui suggére une susceptibilité réduite de ces motoneurones a I'excitotoxicité.
D’autres études ont montré qu’ils possédaient également de plus grandes concentrations
en tampons calciques calbindine et parvalbumine (Alexianu et al. 1994; Vanselow & Keller
2000; Obal et al.2006) qui pourraient leur permettre de gérer plus facilement le stress
calcique. Cependant, la surexpression de parvalbumine dans les motoneurones SOD1

spinaux n’a que peu d’effet sur leur survie (Beers et al. 2001).
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Chapitre IV - Excitabilité des motoneurones spinaux de
souris SOD1-G93A adultes

Introduction

Comme vu précédemment, le maintien dune excitabilitt normale est
particulierement importante pour les motoneurones puisqu’elle va définir la commande
motrice. Cette excitabilité est probablement régulée de maniére homéostatique afin de
permettre aux motoneurones d’assurer leur fonction. Toutefois, une dysfonction de cette
homéostasie pourrait survenir au cours de la SLA. Une augmentation de I'excitabilité
intrinséque (diminution de la conductance d’entrée, diminution de la rhéobase, etc.) des
motoneurones, évoquée par plusieurs auteurs (cf. Chapitre V), pourrait contribuer au
stress excitotoxique dans la Sclérose Latérale Amyotrophique. Cependant, d’autres
études mentionnent une diminution de I'excitabilitt des motoneurones au cours de la

maladie.

Si une hyperexcitabilité intrinséque joue effectivement un réle dans la mort
cellulaire des motoneurones au cours de la SLA, elle devrait atteindre son paroxysme a
'age ou les dénervations des jonctions neuromusculaires se produisent. Une étude
précédente (Meehan et al. 2010) a mesuré l'excitabilité des motoneurones spinaux de
souris adultes du modéle SOD1-G127X. Les auteurs n’ont montré dans ce modéle ni
modification de la conductance d’entrée ni de la rhéobase, mais ont observé une
diminution du courant de transition entre zone « primaire » et « secondaire » suggerant
une augmentation du courant entrant persistant calcique. Toutefois, I'dge auquel
surviennent les dénervations dans ce modeéle n’est pas connu, il est donc difficile de savoir
si ces changements précédent ou suivent les dénervations. Une autre étude (M. Jiang et
al. 2009), chez les souris SOD1-G93Ahigh adultes cette fois-ci, a montré qu'’il n’y avait pas
de modification d’excitabilité dans la boucle réflexe /a de la moelle sacro-caudale, mais

cette étude ne permet pas la discrimination entre excitabilité intrinséque et extrinséque.
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Dans cette présente étude, nous avons utilisé le modéle SOD1-G93Ahigh, dans
lequel I'age auquel s'opérent les dénervations est bien connu (Pun et al. 2006, Hegedus et
al. 2007,2008), afin de déterminer si une hyperexcitabilité intrinséque des motoneurones
était a I'ceuvre lorsqu’ils dénervent leurs jonctions neuromusculaires. Pour ce faire, nous
avons mesuré les propriétés d’excitabilité intrinséques dans les motoneurones de souris
adultes, a la fois in vivo et in vitro et a des ages précédant la dégénérescence des corps

cellulaires mais couvrant la premiére vague de dénervation.

Méthodes

Préparation in vivo

Pour les besoins de I'étude, nous avons utilisé des souris sauvages (WT) et SOD1-
G93Ahigh (SOD1) de fond génétique CD1 (dgées de 34 a 82 jours) obtenues, aprés
plusieurs générations, par croisement entre des souris CD1 sauvages et SOD1-G93Ahigh
de fond génétique B6SJL (Gurney et al. 1994). La procédure chirurgicale ainsi que les
méthodes d’enregistrement étaient les mémes que celles utilisées dans notre précédent
article (Iglesias et al. 2011, cf. Méthodes). Brievement, la souris était anesthésiée au
pentobarbital sodique et mise sous respiration artificielle. Un cathéter était introduit dans la
jugulaire pour administrer I'anesthésique de maniére réguliere, le nerf sciatique était
exposé et une laminectomie était effectuée sur les segments vertébraux Th13 et L1. Les
motoneurones étaient empalés par une microélectrode au KCL 3M (pointe 1,0-1,5um,
résistance 5-10MQ). lls étaient identifiés par enregistrement d’'un potentiel d’action

antidromique lors de la stimulation du nerf sciatique.

Préparation in vitro (réalisée par nos collaborateurs a Chicago)

Pour s’assurer que nos résultats provenant des expériences in vivo n’étaient pas
biaisés par la présence de I'anesthésie, nous les avons confirmé dans une préparation in
vitro nous permettant de nous affranchir de [l'anesthésie. Les enregistrements
intracellulaires in vitro ont été réalisés sur une préparation de moelle épiniére sacro-
caudale isolée de souris sauvages (WT) et SOD1-G93Ahigh (SOD1) de fond génétique
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B6SJL agées de 40 a 50 jours. Dans cette préparation, les souris étaient anesthésiées a
l'uréthane, leur moelle épiniére caudale était extraite a partir du segment vertébral Th12 et
transférée dans une chambre d’enregistrement perfusée avec du liquide cérébro-spinal
artificiel oxygéné et a température ambiante (Jiang & Heckman 2006; Manuel et al. 2012).
Les enregistrements étaient effectués aprés ringage des résidus d’anesthésique (contrélé
par la réapparition des courants entrants persistants des motoneurones; Bennett et al.
2001a). Les motoneurones étaient empalés par une microélectrode contenant du KCL 3M
ou un mélange KCI 1M / acétate de potassium 1M (résistance 25-30MQ). lIs étaient
identifiés par enregistrement d’'un potentiel d’action antidromique lors de la stimulation des

racines ventrales.

Electrophysiologie

La conductance d’entrée des motoneurones a été estimée par la pente des courbes
courant-voltage (I-V) obtenues lors d’injection de créneaux de courants dépolarisants et
hyperpolarisants (Article 2, Figure 1A). En raison du courant |Ih exprimé par les
motoneurones, les réponses en voltage aux créneaux de courant montre un fléchissement
suivi d’'un plateau. Nous avons donc effectué nos mesures au pic de la réponse, en début
de créneau, ou la contribution de |h est négligeable. Nous avons également mesuré le
ratio entre les mesures de conductance au pic et au plateau des réponses afin d’estimer la

quantité de courant Ih exprimée par les motoneurones (Manuel et al. 2009).

Nous avons étudié les propriétés de décharge des motoneurones au moyen de
rampes triangulaires de courant, de vitesses allant de 0,1 a 10nA/s. Nous avons extrait la
fréquence instantanée de décharge des motoneurones en réponse au courant injecté afin
d’obtenir leurs courbes courant-fréquence (I-F). Le seuil en voltage a été déterminé sur le
premier potentiel d’action des rampes au point ou la dérivée du voltage 10mV.ms" (Sekerli
et al. 2004). Le courant de recrutement des motoneurones a été déterminé par lintensité

de la rampe de courant atteinte a ce point.
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Analyse

Nous avons comparé les propriétés électriques de 51 motoneurones SOD1
(provenant de 19 souris) et 49 WT (23 souris) enregistrés dans la préparation in vivo ainsi
que 34 motoneurones SOD1 (18 souris) et 41 WT (23 souris) dans la préparation in vitro.
Tous ces motoneurones avaient un potentiel de repos inférieur a -50mV et un potentiel
dépassant OmV au pic des potentiels d’action. Les distributions des paramétres
enregistrés ne suivant pas une distribution normale (test de Kolmogorov-Smirnov), nous
avons utilisé le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) pour comparer
les moyennes (avec un seuil de significativité fixé a 0,05). Puisque la maladie progresse
pendant la période de temps explorée dans notre étude, nous avons comparé les effets de

la mutation par rapport a ceux de I'age par une ANCOVA non paramétrique.

Résultats

La conductance d’entrée des motoneurones des souris SOD1 adultes est augmentée

Nous avons commencé par comparer les conductances d’entrée des motoneurones
SOD1 et WT enregistrés in vivo. Les conductances SOD1 [0,50+0,18uS (0,22-0,93uS)
n=47] augmentaient en moyenne de 35% par rapport aux conductances WT [0,37+0,16uS
(0,10-0,77uS) n=49 WMW p<0,001]. Pour les deux génotypes, la conductance d’entrée
augmentait avec I'age des souris (Article 2, Figure 1B), mais TANCOVA a révélé que bien
que la pente de cette relation soit la méme (test de parallélisme p=0.64), la différence des
moyennes était due a un décalage de la gamme de conductances SOD1 vers de plus
hautes valeurs (Article 2, Figure 1C; p=0,003). Nous n’avons notamment pas mesuré de
conductance d’entrée SOD1 plus basse que 0,2uS alors que ces valeurs étaient
communes pour les motoneurones WT. Les motoneurones SOD1 affichaient par contre
des valeurs de conductance plus élevée que 0,8uS, jamais observées dans les

motoneurones WT.

La mutation induisait aussi une augmentation de la conductance au plateau dans
les motoneurones SOD1 [0,70+0,31pS (0,25-1,61uS) n=47] comparés au WT
[ 0,61+0,28uS (0,12-1,25pS) n=49 WMW p=0,001 ]. Ici encore, cette augmentation n’était
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pas liée aux ages des souris (test de parallélisme p=0.26; ANCOVA p=0,006). Cependant
le ratio des conductances au pic et au plateau n’était pas différent entre SOD1 [1,38+0,23
n=47] et WT [1,3210,26 n=49 ANCOVA p=0,12], suggérant une augmentation du courant

Ih en paralléle de celle de la conductance d’entrée dans les motoneurones SOD1.

L’augmentation de la conductance d’entrée dans les souris SOD1 ne peut pas étre
expliquée par la mort cellulaire des plus petits motoneurones puisque c’est toute la
gamme des conductances qui est décalée vers les hautes valeurs, avec émergence de
hautes valeurs inexistantes pour les motoneurones WT. De plus, aux ages de ces
enregistrements, les motoneurones ne sont pas encore censés avoir commence a
dégénérer (Gurney et al. 1994, Chiu et al. 1995).

Malgré la diminution de conductance d’entrée, l'excitabilité reste inchangée dans la

plupart des motoneurones SOD1

L’excitabilité d’'un neurone est déterminée par la quantité de courant nécessaire
pour atteindre le seuil des potentiels d’action, et une fois la décharge engagée, par la
pente de la relation I-F. Nous avons étudié ces propriétés de décharge en réponse a
l'injection de rampes lentes de courant. Lors de ces rampes, la décharge des
motoneurones SOD1 (n=20) et WT (n=31) montraient une zone « sous-primaire » de
décharge durant laquelle les potentiels d’action sont entrecoupés d’oscillations sous-seuil
(Iglesias et al. 2011; Article 2, Figure 2). Ce régime de décharge était suivi d’'une zone
« primaire » classique, sans oscillations, puis ces derniéres réapparaissaient en fin de
décharge sur la branche descendante de la rampe. La décharge sur ces rampes était
asymétrique et présentait une hystérésis dans le sens horaire (i.e. courant de recrutement
supérieur au courant de dé-recrutement; Article 2, Figure 2A) pour la majorité des
motoneurones (85% des SOD1 et 71% des WT). Les autres motoneurones présentaient
une hystérésis dans le sens anti-horaire (i.e. courant de recrutement inférieur au courant
de dé-recrutement; Article 2, Figure 2B). Aucune différence entre les proportions
d’hystérésis horaires et antihoraires n’a été retrouvée entre les populations SOD1 et WT
(Test exact de Fisher p=0,32).
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De maniére étonnante, le courant de recrutement n’était pas différent entre les
échantillons SOD1 [6,0+£3,0nA (2,1-11,4nA) n=29] et WT [5,0+3,5nA (1,2-12,6nA) n=37
WMW p=0,11] (Article 2, Figure 3B). Il était cependant hautement corrélé aux valeurs de
conductance d’entrée dans les motoneurones SOD1 [coéf. de corrélation de Pearson
r=0,85 p<0,0001 ] et WT [r=0,64 p<0,0001], mais les régressions n’étaient pas différentes
(Article 2, Figure 3A; ANCOVA p=0,68). De plus, le gain de la courbe I-F mesuré en zone
primaire n’était pas différent non plus entre les populations de motoneurones SOD1
[16,2+6,7Hz/nA (9-32nA) n=12] et WT [18,04£9,7Hz/nA (7-40nA) n=23 WMW p=0,85]
(Article 2, Figure 4A).

L’absence de changement de courant de recrutement n'était due ni a une
hyperpolarisation du seuil de décharge [SOD1 : -49+8mV (-64a-30mV) n=18; WT :
-51£8mV (-64a-28mV) n=35 WMW p=0,3] (Article 2, Figure 4B), ni a une dépolarisation du
potentiel de repos [SOD1 : -63+x9mV (-83a-50mV) n=51; WT : -66£9mV (-81a-50mV)
n=49 WMW p=0,15]. L’absence de changement du potentiel de repos malgré
'augmentation du courant |h suggére que les courants de fuite sont également augmenteés

dans les motoneurones SOD1 puisqu’ils ont un effet opposé sur le potentiel de repos.

Le maintien du courant de recrutement malgré I'augmentation de conductance
pourrait étre expliqué par une augmentation des courants dépolarisants sous-seuil dans
les motoneurones SOD1. A I'appui de cette hypothése, nous avons souvent observé une
accélération de la trajectoire du voltage pendant les rampes avant les premiers potentiels
d’action. En conséquence, le courant de recrutement mesuré était plus petit que celui
esperé si la membrane se comportait de fagon passive avant les premiers potentiels
d’action. Or la différence entre le courant mesuré et celui espéré (estimé par extrapolation
de la trajectoire linéaire du voltage) était plus importante dans les motoneurones SOD1
(1,94£1,6nA n=14) que WT (0,7+1,0nA n=33 WMW p=0,002), suggérant ainsi qu’un courant
dépolarisant sous-seuil (probablement sodique persistant; Harvey et al. 2006, Kuo et al.
2006) est augmenté dans les motoneurones SOD1 (Article 2, Figure 3C). Ce mécanisme
pourrait constituer une forme de régulation homéostatique de [I'excitabilité des
motoneurones. Une telle augmentation du courant sodique persistant a déja été rapporté
dans les motoneurones de souris SOD1 néonatales et pourrait donc persister a I'age

adulte.
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Une fraction des motoneurones SOD1 devient hypoexcitable

Malgré le maintien de I'excitabilité dans la plupart des motoneurones SOD1, une
fraction d’entre eux n’était pas capable de soutenir une décharge répétée sur les rampes
de courant (Article 2, Figure 5). Certains motoneurones n’étaient capables de produire que
quelques potentiels d’action (Article 2, Figure 5A) alors que les autres restaient totalement
silencieux (Article 2, Figure 5B) malgré le fait qu’ils soient toujours capables d’émettre un
potentiel d’action unique en réponse a une bréve stimulation. Cette perte d’habileté a
décharger de maniére répétée survenait avant la dénervation des jonctions
neuromusculaires. Lors de la stimulation intracellulaire de ces motoneurones, nous avons
en effet pu enregistrer un signal électromyographique dans le muscle innervé (Article 2,
Figure 5A).

Parmi les 38 motoneurones SOD1 soumis aux rampes de courant, seuls 22 (58%)
étaient capables de produire une décharge soutenue. 4 (10%) n’émettaient que quelques
potentiels d’action et 12 (32%) restaient totalement silencieux (Article 2, Figure 6A). De
maniére intéressante, les 16 motoneurones hypoexcitables avaient des conductances
d’entrée réparties sur la totalité de la gamme de valeur. Parmi les 41 motoneurones WT
testés, 36 (88%) produisaient une décharge répétée, 2 (5%) n’émettaient que quelques
potentiels d’action et seulement 3 (7%) restaient silencieux (Article 2, Figure 6A). Les 5
motoneurones ne montrant pas une décharge compléte avaient cette fois ci des
conductances d’entrée restreintes aux plus hautes valeurs (>0,42uS). La proportion de
motoneurones SOD1 échouant a produire une décharge compléte (42%) étaient
significativement plus importante que celle des motoneurones WT (12% test exact de
Fisher p=0,004).

Le contraste entre les motoneurones de souris SOD1 et WT était frappant entre 34
et 60 jours (Article 2, Figure 6B), période au terme de laquelle les toutes premiéres
dénervations des jonctions neuromusculaires se produisent (Pun et al 2006, Hegedus et
al. 2007, 2008). Au cours de cette période, seuls 11 des 17 motoneurones SOD1 (65%)
produisaient une décharge répétitive sur rampe. Les 6 autres (35%) ne déchargeaient pas

du tout sur les rampes. A l'inverse, les 21 motoneurones WT (100%) produisaient tous une
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décharge répétitive sur rampe (test exact de Fisher p=0,004). Ici encore, les 6
motoneurones SOD1 hypoexcitables avaient des conductances d’entrée réparties sur

toute la gamme de valeurs.

Ces résultats indiquent que dans les souris SOD1, une large fraction des
motoneurones devient moins excitable a 'age adulte et que cette hypoexcitabilité touche
uniformément les motoneurones quelle que soit leur conductance d’entrée. Il est donc
possible que méme les motoneurones S, ayant les plus petites conductances, soient aussi

affectés précocement.

Mécanismes de génération des potentiels d’action dans les motoneurones hypoexcitables

Dans le développement normal, une augmentation du courant sodique persistant vient
compenser 'augmentation de la conductance d’entrée liée a I'age. Un déficit de ce courant
entrant persistant empéche les motoneurones de soutenir une décharge répétée en
réponse a de longs créneaux de courant ou a des rampes lentes de courant (Kuo et al.
2006, Miles et al. 2005, Lee & Heckman 2001). Si l'incapacité a décharger de nos
motoneurones hypoexcitables est due a une incapacité du courant sodique persistant a
compenser l'augmentation de conductance liée a la croissance, les motoneurones
hypoexcitables devraient arborer deux comportements : I'accélération de la dépolarisation
(due a [l'activation du courant sodique persistant) précédant les premiers potentiels
d’action sur rampe devrait étre diminuée mais ces cellules devraient toujours étre
capables d'émettre un potentiel d’action en réponse a une breve stimulation (I'injection
instantanée d’une grande quantité de courant permettant au potentiel d’action d’étre émis

sans contribution du courant sodique persistant).

Ces prédictions se vérifient dans nos motoneurones hypoexcitables puisqu’ils
étaient tous capables de décharger en réponse a de bréves stimulations. De plus,
'accélération de la dépolarisation était absente avant la décharge des motoneurones
n’émettant que quelques potentiels d’action sur les rampes (Article 2, Figure 7). Ces
résultats suggérent donc fortement que la diminution du courant sodique persistant est un

mécanisme majeur dans le développement de I'hypoexcitabilité de ces motoneurones.
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L’absence d’hyperexcitabilité n’est pas liée a 'anesthésie

Les résultats précédents ont été obtenus sous anesthésie, or il a été montré que les
barbituriques que nous avons utilisés pouvaient supprimer des courants voltage-
dépendants ayant un impact important sur I'excitabilit¢ des motoneurones (Guertin &
Hounsgaard 1999). Pour cette raison, il était important de vérifier ces résultats en
'absence d’anesthésie. Pour des raisons techniques, I'enregistrement de motoneurones
lombaire dans une préparation in vivo décérébrée ou in vitro n’était pas possible, nous
avons donc utilisé une préparation de moelle épiniére sacro-caudale in vitro (Jiang &
Heckman 2006, Manuel et al. 2012). Les motoneurones présent dans la moelle épiniére
sacro-caudale innervent les muscles de la queue et dégénérent aux mémes ages que les

motoneurones lombaires dans les modéles SOD1 (Alves et al. 2011).

Les motoneurones sacro-caudaux ont été enregistrés entre P40 et P50, juste avant
la dénervation de leurs jonctions neuromusculaires. lls avaient une conductance d’entrée
plus petite que celle des motoneurones lombaires. Néanmoins leur conductance d’entrée
etait plus élevée de 46% en moyenne [0,19+0,08uS (0,09-0,38uS) n=33] dans les souris
mSOD1 que dans les souris WT [0,13£0,07uS (0,05-0,35uS) n=41 WMW p<0,001] (Article
2, Figure 8A). L'excitabilité de ces neurones a été explorée sur des rampes de courant.
Comme les motoneurones lombaires, ils exprimaient des hystérésis horaires (Article 2,
Figure 8B) et anti-horaires. Le courant de recrutement et le gain de leurs courbes I-F
n’étaient pas différents entre les motoneurones SOD1 et WT, suggérant un maintien de
I'excitabilité dans la plupart des motoneurones SOD1. De nouveau, le maintien du courant
de recrutement ne pouvait s’expliquer ni par une hyperpolarisation du seuil des potentiels

d’action ni par une dépolarisation du potentiel de repos.

Comme dans la moelle lombaire, une fraction plus importante de motoneurones
sacro-caudaux SOD1 que de motoneurones WT n’était plus capable de soutenir une
décharge répétitive sur les rampes de courant (SOD1 : 8/27 30%; WT : 4/32 12%; Article
2, Figure 8C, D). De plus les conductances de des motoneurones SOD1 hypoexcitables
étaient réparties sur toute la gamme de valeurs alors que celles des motoneurones WT

étaient restreintes aux plus hautes valeurs.
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Conclusions

Nous avons donc montré que les motoneurones lombaires et sacro-caudaux des
souris SOD1-G93Ahigh adultes n’étaient pas hyperexcitables. Au contraire, la majorité
d’entre eux parvenaient a maintenir leur excitabilité a un niveau normal malgré
'augmentation de leur conductance d’entrée. Leur potentiel de repos, leur seuil de
décharge, leur courant de recrutement ainsi que leur gain I-F en zone primaire restaient
inchangés. Cette homéostasie de l'excitabilité échouait toutefois dans une fraction des
motoneurones qui perdaient leur habilité a décharger de maniere répétée en réponse a un
courant quasi-stationnaire (rampes lentes) et devenaient de fait hypoexcitables. L’absence
d’hyperexcitabilité n’était due ni a l'utilisation de I'anesthésique in vivo, puisque des
résultats similaires ont été retrouvés dans la préparation in vitro, ni a la dégénérescence
des motoneurones les plus excitables, nos expériences étant réalisées a un age plus
précoce que celui ou la dégénérescence des corps cellulaires survient. L'augmentation de
conductance d’entrée n’était pas, quant a elle, due a la perte des motoneurones les plus

petits qui sont les moins vulnérables a la SLA.
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Article 2

Adult Spinal Motoneurones are not Hyperexcitable in a Mouse Model of

Inherited Amyotrophic Lateral Sclerosis

83



84



J Physiol 592.7 (2014) pp 1687-1703 1687

Adult spinal motoneurones are not hyperexcitable in a
mouse model of inherited amyotrophic lateral sclerosis

Nicolas Delestrée!, Marin Manuel?, Caroline Iglesias', Sherif M. Elbasiouny?, C. J. Heckman®**
and Daniel Zytnicki'
!Laboratoire de Neurophysique et Physiologie, UMR CNRS 8119, Université Paris Descartes, Paris 75006, France

Departments of > Physiology, > Physical Medicine and Rehabilitation & * Physical Therapy and Human Movement Science, Northwestern Feinberg School
of Medicine, Chicago, IL 60611, USA

Neuroscience

Key points

e Intrinsic hyperexcitability of spinal motoneurones is thought to contribute to excitotoxicity
during amyotrophic lateral sclerosis (ALS), but it has never been demonstrated that adult
motoneurones become hyperexcitable before disconnection from their muscle fibres.

e We found an increased input conductance in motoneurones recorded in a mouse model of
ALS. Yet, most cells retained normal excitability as measured by current onset for firing and
input—output gain. This indicates successful regulation of excitability, compensating for the
increase in conductance.

e In contrast, some cells became hypoexcitable, losing their ability to fire repetitively to
quasi-stationary inputs before denervation. Hypoexcitability might therefore be an early
marker of disease progression.

e We thereby demonstrate that, if excitotoxicity is indeed a mechanism leading to degeneration
in ALS, it is not caused by changes in the intrinsic electrical properties of the motoneurones
but most probably by extrinsic factors such as excessive synaptic excitation.

Abstract In amyotrophic lateral sclerosis (ALS), an adult onset disease in which there is
progressive degeneration of motoneurones, it has been suggested that an intrinsic hyperexcitability
of motoneurones (i.e. an increase in their firing rates), contributes to excitotoxicity and to disease
onset. Here we show that there is no such intrinsic hyperexcitability in spinal motoneurones. Our
studies were carried out in an adult mouse model of ALS with a mutated form of superoxide
dismutase 1 around the time of the first muscle fibre denervations. We showed that the recruitment
current, the voltage threshold for spiking and the frequency—intensity gain in the primary range
are all unchanged in most spinal motoneurones, despite an increased input conductance. On its
own, increased input conductance would decrease excitability, but the homeostasis for excitability
is maintained due to an upregulation of a depolarizing current that is activated just below the
spiking threshold. However, this homeostasis failed in a substantial fraction of motoneurones,
which became hypoexcitable and unable to produce sustained firing in response to ramps of
current. We found similar results both in lumbar motoneurones recorded in anaesthetized mice,
and in sacrocaudal motoneurones recorded in vitro, indicating that the lack of hyperexcitability is
not caused by anaesthetics. Our results suggest that, if excitotoxicity is indeed a mechanism leading
to degeneration in ALS, it is not caused by the intrinsic electrical properties of motoneurones but
by extrinsic factors such as excessive synaptic excitation.
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Introduction

The intrinsic excitability of a neurone is a primary deter-
minant of its normal function and is probably homeo-
statically regulated. Preservation of normal excitability is
particularly important for spinal motoneurones, which
generate the output of all motor commands. A dysfunction
of homeostatic control of motoneurone excitability might
occur in amyotrophic lateral sclerosis (ALS), in which
there is a progressive degeneration of these cells.

ALS is an adult onset neurodegenerative disease
leading to the death of both corticospinal motor neuro-
nes and spinal motoneurones. Despite the fact that
mutations on several genes have been identified in
familial forms of the disease, including the super-
oxide dismutase 1 (SOD1) G93A gene mutation (Rosen
et al. 1993), the pathophysiology of ALS remains poorly
understood. Many mechanisms have been proposed
(reviewed in Ilieva et al. 2009), among them oxidative
damage, protein aggregation, axonal transport deficits
and astrocyte-mediated cell damage. Glutamate-mediated
excitotoxicity has been proposed very early on as
a potential mechanism for the degeneration of
motoneurones in ALS (Rothstein et al. 1990). According
to this hypothesis, an elevation of intracellular calcium
by repetitive firing or by calcium-permeable glutamate
receptors is harmful and would trigger their apoptotic
death. Calcium-related apoptotic death is particularly
probable in motoneurones, given their restricted calcium
buffering capabilities (von Lewinski & Keller, 2005). As
part of the excitotoxicity hypothesis, it was suggested
that intrinsic hyperexcitability of motoneurones could, by
itself, contribute to excitotoxic stress (Kuo et al. 2005; von
Lewinski & Keller, 2009; Ilieva et al. 2009). A chronically
hyperexcitable motoneurone would fire more spikes in
response to a given synaptic input and consequently more
calcium ions would flow into the cytoplasm, eventually
leading to its death.

Using mouse models incorporating the mutant human
SOD1 gene (mSODI1), several studies have set out to
test the intrinsic excitability of the motoneurones during
ALS. Very young motoneurones from mSOD1 embryos
recorded in whole spinal cords in vitro (Martin ef al. 2013)
or in culture (Pieri et al. 2003; Kuo et al. 2005) are clearly
hyperexcitable due to increased sodium currents. Neonatal
motoneurones display a strong upregulation of both
voltage-sensitive sodium and calcium currents (Quinlan

et al. 2011). Yet unlike motoneurones from embryos,
the input conductance of neonatal motoneurones is
substantially increased in mSODI1 mice (Bories ef al.
2007; Quinlan et al. 2011). This conductance increase
compensated for theincreased voltage-dependent currents
and thereby kept overall excitability of neonatal mSOD1
motoneurones at the same level as controls (Quinlan et al.
2011).

Nevertheless, if intrinsic hyperexcitability is a significant
contributor to cell death in ALS, it should become manifest
at later developmental stages and it should reach its
maximum at the age where neuromuscular junctions
start to degenerate. It is thus particularly important to
establish whether spinal motoneurones are hyperexcitable
just before the degeneration of neuromuscular junctions.
A previous study by Meehan ef al. (2010) has assessed
adult motoneurone excitability in a different SOD1 model
(G127X). The authors have shown that, in this model,
there were no changes in input conductance or rheobase,
but the transition from primary range to secondary
range occurred at a lower firing frequency, suggesting
an increase in calcium persistent current. However, the
time of denervation is unknown in this model and it is
therefore difficult to assess if these changes precede or
follow the denervation. Jiang et al. (2009) have shown
that there were no changes in the monosynaptic reflex
loop in the sacrocaudal cord of adult G93A mice, but this
study does not allow separation of intrinsic and extrinsic
excitability. In the present study, we have used SOD1 G93A
mice, in which the times of denervations are well known
(Pun et al. 2006; Hegedus et al. 2007, 2008), and we
have investigated the intrinsic electrical properties of adult
mouse motoneurones both in vivo and in vitro (Jiang &
Heckman, 2006; Manuel et al. 2009). We studied the age
range of 30-80 days, spanning the time when the first waves
of denervation occur without appreciable motoneurone
loss in the spinal cord (Gurney et al. 1994; Chiu et al. 1995).
Our results show that, in both preparations, excitability
was preserved in the majority of cases despite an increase
in cell input conductance. In a substantial number of
motoneurones, however, hypoexcitability developed as
they failed to produce sustained firing in response to
quasi-stationary inputs. Altogether, motoneurones do not
develop hyperexcitability at stages of the disease just
preceding the denervation of neuromuscular junctions.
Instead, homeostatic processes maintain excitability in
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most cells and, in a substantial subpopulation, homeo-
stasis fails and is replaced by hypoexcitability. These results
show that, if excitotoxicity is indeed a fundamental cause
of degeneration, it is not caused by an intrinsic hyper-
excitability of the motoneurones but must instead be due
to alterations in their synaptic inputs.

Methods
In vivo experiments

In vivo experiments were performed in accordance with
European directives (86/609/CEE and 2010-63-UE) and
French legislation. They were approved by the Paris
Descartes University ethics committee.

Because of the invasive nature of the in vivo experiments,
we chose to backcross the SOD1%*A transgene on a
CD1 strain, which is easier to breed and was thought to
have a lower mortality to our surgical procedures. B6.Cg-
Tg(SOD1*G93A)1Gur/] males (Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) were crossed with CD1 females (Charles
River, L’Arbresle, France) and the transgene copy number
was measured by quantitative polymerase chain reaction
and was found to be >20. The CDI1-Tg(SOD1*G93A)
mice had a phenotype very similar to the mSOD1 mice on
B6 and B6S]JL backgrounds. They developed a progressive
paralysis starting with the hindlimbs at about postnatal
day (P)90, and reached their endstage point at about P120.
Motoneurones from mSOD1 mice were compared to a
population of wild-type (WT) motoneurones, recorded
from their non-transgenic littermates, as well as the CD1
mice used in Manuel et al. (2009).

The surgical procedures have been described pre-
viously (Manuel et al. 2009; Iglesias et al. 2011; Manuel
& Heckman, 2012a). Briefly, atropine (0.20 mg kg™';
Aguettant, Lyon, France) and methylprednisolone
(0.05 mg; Solu-Medrol; Pfizer, Paris, France) were given
subcutaneously at the onset of experiment, to prevent
salivation and oedema, respectively. Fifteen minutes later,
the anaesthesia was induced with an intraperitoneal
injection of sodium pentobarbitone (70 mg kg™';
pentobarbital; Ceva Santé Animale, Libourne, France).
A tracheotomy was performed, and the mouse was
artificially ventilated with pure oxygen (SAR-830/AP
ventilator; CWE, Ardmore, PA). The end tidal Pco, was
maintained at about 4% (MicroCapstar; CWE). The heart
rate was monitored (CT-1000; CWE), and the central
temperature was kept at 37°C using an infrared heating
lamp and electric blanket. A catheter was introduced in
the external jugular vein, allowing us to supplement the
anaesthesia whenever necessary (usually every 10—20 min)
by intravenous injections (6 mg kg™!). The adequacy of
anaesthesia was assessed on lack of noxious reflexes and on
the stability of the heart rate (usually 400-500 bpm) and
end-tidal Pco,. A slow intravenous infusion (50 ul h™!)
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of a 4% glucose solution containing NaHCO; (1%) and
gelatine (14%; Plasmion; Fresenius Kabi, Sevres, France)
helped maintain the physiological parameters. In some
experiments, the animal was paralysed after the surgery
with pancuronium bromide (Pavulon; Schering-Plough,
Courbevoie, France). In this case, additional doses of
anaesthetics were provided at the same frequency as before
the paralysis, and adequacy of the anaesthesia was assessed
on the stability of the heart rate and of the Pco,. In all
experiments, the sciatic nerve was dissected and mounted
on a monopolar electrode for stimulation. The vertebral
column was immobilized with two pairs of horizontal bars
(Cunningham Spinal Adaptor; Stoelting, Dublin, Ireland)
applied on the Th12 and L2 vertebral bodies, and the
L3-L4 spinal segments were exposed by a laminectomy at
the Th13-L1 level. The tissues in the hindlimb and the
spinal cord were covered with pools of mineral oil. At the
end of the experiments, animals were killed with a lethal
intravenous injection of pentobarbitone.

The motoneurones were impaled with micropipettes
(tip diameter, 1.0-1.5 um) filled with 3 M KCI
(resistance, 5-10 MS2). Recordings were made using an
Axoclamp 2B amplifier (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA) connected to a Powerl401 interface and using
the Spike2 software (CED, Cambridge, England). After
impalement, identification of motoneurones rested on the
observation of antidromic action potentials in response
to the electrical stimulation of their axon in the sciatic
nerve. All motoneurones retained for analysis had a resting
membrane potential below —50 mV and an overshooting
action potential >65 mV. All recordings were performed
using the discontinuous current clamp mode (7-9 kHz)
and sampled at 20 kHz.

In vitro experiments

Intracellular recordings were made from motoneurones
in the sacrocaudal spinal cord of adult B6SJL-
Tg(SOD1*G93A)1Gur/] mice and their non-transgenic
littermates (age 40-50 days old). All experimental
procedures were approved by Northwestern University
animal research committee.

Procedures have been described previously (Jiang &
Heckman, 2006; Manuel et al. 2012). Briefly, animals were
anaesthetized with urethane (1.8 gkg™') to dissect out the
spinal cord caudal to the T12 vertebra. The sacrocaudal
spinal cord was then transferred to a dissection dish
containing oxygenated modified artificial cerebrospinal
fluid (mACSF) at room temperature (20-21°C). Following
a 1 h resting period in mACSE, the cord was transferred to
a recording chamber, where it was submerged in normal
ACSF flowing at 3-6 ml min~! at room temperature.
The cord was secured by passing insect pins through
lateral vasculature and connective tissue and into a silicone
elastomer (Sylgard) base. The normal ACSF had the
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following composition (in mm): 122 NaCl, 24 NaHCOs,
3KCl, 2.5 CaCly, 1 MgSO,4 and 12 glucose in distilled water,
bubbled with 95% O,-5% CO, and pH 7.4. A modified
ACSF (mACSF) was used during dissection and recovery
to prevent excitotoxic injury. The mACSF composition
was (in mM): 118 NaCl, 24 NaHCOQOs, 3 KCl, 1.5 CaCl,,
1.3 MgSOy, 25 glucose, 1.4 NaH,PO,, 5 MgCl, and 1
kynurenic acid.

Intracellular recordings were obtained using sharp
electrodes filled with either 3 M KCl or a mixture of
1 M potassium acetate and 1 M KCl and bevelled to a
resistance of 25-30 M2 using a rotary beveller (BV-10;
Sutter Instruments, Novato, CA). A stepper-motor (Model
2660 Micropositioner; David Kopf Instruments, Tujunga,
CA) was used to advance the electrodes into the ventral
horn, and intracellular recordings from motoneurones
were made with an Axoclamp 2B intracellular amplifier
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) running in bridge
mode or in discontinuous current clamp mode (switching
rate 5-8 kHz, output bandwidth 10 kHz) and sampled at
20 kHz with a Spike2/1401Plus system (CED). The ventral
roots were wrapped around Ag/AgCl stimulating electro-
des and sealed with grease, which allowed for antidromic
identification of motoneurones. Motoneurones with a
resting potential below —55 mV and antidromic spike
overshoot >0 mV were retained for analysis. Neurones
were recorded at least 2 h after the injection of urethane,
and after the spinal cord was immerged for more than
1 h in ACSF, giving ample time to wash out any residual
anaesthetics from the spinal cord, as shown by the fact that
persistent inward currents can be readily recorded in the
same conditions in rat sacrocaudal spinal cord (Bennett
etal. 2001).

Electrophysiology

Upon penetration, a series of small amplitude, square
current pulses were used to plot the I-V relationship.
Motoneurones of mSODI1 mice, as those of WT mice
(Manuel et al. 2009), exhibited a voltage sag, leading to
a plateau, in response to small (depolarizing or hyper-
polarizing) current pulses and a rebound (either hyper-
polarizing or depolarizing) after the cessation of the
pulse (Fig. 1A). These features suggest the presence of
an I current (McLarnon, 1995). As a consequence, the
input conductance was measured from the peak responses
(arrowhead in Fig. 1Aa), where the contribution of the
I, current was negligible. The ‘sag ratio’ of the voltage
response was then computed as the ratio of the peak
resistance over the plateau resistance (Manuel et al. 2009).

The discharge properties were investigated using
triangular ramps of current (rate 0.1-10 nA s !). F-I
curves were obtained by plotting the instantaneous firing
frequency versus the intensity of the injected current at
the time of the spike. In few cases, long-lasting (500 ms)
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depolarizing current pulses, repeated at the frequency of
1 Hz, were also used to study the stationary discharge
properties.

The voltage threshold for firing was determined on the
first spike of a current ramp, as the point at which the first
derivative of the voltage reached 10 mV ms ™" (Sekerli et al.
2004). The onset current was determined as the intensity
of the current ramp at this time point.

Data analysis

We have compared the electrical properties of 51 mSODI
(from 19 animals) and 49 WT motoneurones (from
23 animals) recorded in the lumbar cord in vivo
and 34 mSODI1 (from 18 animals) and 41 WT
(from 23 animals) in the sacrocaudal cord in vitro.
Most of the electrical properties described in the
Results section did not have a normal distribution
(Kolmogorov—Smirnov test), and we therefore used
the non-parametric Wilcoxon—-Mann—Whitney test to
compare averages. P < 0.05 was considered as significant.

Because the disease progresses over the time period used
in our in vivo study (WT: 34-76 days old, 55 &+ 13 days
old, n = 49 vs. mSOD1: 38-82 days old, 59 £ 13 days
old, n = 51; distributions not significantly different,
Kolmogorov—Smirnov P = 0.24), we tested the effect
of age vs. mutation using a non-parametric, non-linear
ANCOVA (Young & Bowman, 1995). This was performed
inRv.2.11.1 (R Development Core Team, 2010) using the
sm package v.2.2—4.1 (Bowman & Azzalini, 2010). Other
statistical tests were performed either in Kaleidagraph v4.1
(Synergy Software, Reading, PA) or in R.

The motoneurones recorded in vitro were taken from a
more restricted time range that was comparable in both
genotypes (WT: 41-51 days old vs. mSODI: 40-50 days
old).

Results

Lumbar motoneurones display an increase of their
input conductance

We first compared the input conductance (Fig. 1A) of
mSOD1 and WT lumbar motoneurones recorded intra-
cellularly in anaesthetized mice from 34 to 82 days old. The
input conductances of mSOD1 and WT motoneurones are
plotted against mouse age in Fig. 1B. ANCOVA analysis
revealed that the mSOD1 mutation elicited an upward
shift in the peak input conductance (P = 0.003) as
shown in Fig. 1C. The mutation had the same impact
on conductance regardless of the age of the animals (no
significant interaction between age and mutation factors;
P = 0.64, ANCOVA test for parallelism). Accordingly,
the whole distribution of input conductances was shifted
towards larger conductances (Fig. 1C). Most notably, we
did not find any mSODI1 lumbar motoneurones with
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input conductances smaller than 0.2 S whereas WT
motoneurones with input conductances smaller than this
value were commonly observed. At the other end of
the conductance spectrum, a few mSOD1 motoneurones
had input conductances larger than 0.8 uS but these
large values were never observed in WT motoneurones.
On average, the input conductance increased from
0.37 &+ 0.16 uS (0.10-0.77 uS, n = 49) in WT mice
to 0.50 + 0.18 uS (0.22-0.93 uS, n = 47, one-tailed
Wilcoxon-Mann—-Whitney P < 0.001) in mSODI1 mice
(i.e. a 35% average increase).

The mutation also induced an increase of the plateau
conductance compared to controls (P=0.006, ANCOVA),
once again regardless of the age of the animal (no
significant interaction between age and mutation factors,
P = 0.26, ANCOVA test for parallelism). The plateau
input conductance was 0.61 + 0.28 uS (0.12-1.25 uS,
n = 49) on average in control animals, and it increased
to 0.70 £ 0.31 uS (0.25-1.61 uS, n = 47) on average
in mSODI mice (one-tailed Wilcoxon—-Mann—Whitney
P = 0.001). However, the difference in sag ratio between
the two populations of motoneurones was not significant
(1.32 £ 0.26, n = 49 vs. 1.38 £ 0.23, n = 47; P = 0.12,
ANCOVA), suggesting that the mutation causes the I
current to increase in parallel with the input conductance.

The increase in average input conductance cannot be
explained by the death of the small motoneurones as the
whole spectrum of conductances is shifted toward larger
values, with the emergence of high conductances never
observed in WT motoneurones. Furthermore, at the age
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at which our recordings were performed, no significant
cell loss was observed in the spinal cord (Gurney et al.
1994; Chiu et al. 1995).

Despite the increased input conductance, excitability
is unchanged in most mutant superoxide dismutase 1
motoneurones

The excitability of a neurone is determined by the amount
of excitation (i.e. current) required to bring its membrane
potential to firing threshold, and once firing has started, by
the slope of its input—output relationship. To investigate
whether the threshold current and the F-I gain were
modified, we studied the firing properties of mSODI1
and WT motoneurones in response to slow triangular
ramps of currents. Figure 2 shows the responses of two
typical motoneurones recorded in the same 39 day old
mSOD1 mouse. As in WT animals, the motoneurones
of mSOD1 mice exhibited a subprimary range where
small subthreshold oscillations at high frequency pre-
ceded the emission of a full-blown spike (arrowheads
in Fig. 2Ab and Bb; Manuel et al. 2009). This range
was followed by the classical primary range where sub-
threshold oscillations were absent (Fig. 2Ac and Bc).
During the descending ramp, oscillations reappeared at
the end of the discharge. However, the response to the
slow triangular ramps was asymmetric. In most cases
(17 of 20 or 85% in mSODI1 mice; 22 of 31 or 71%
in WT mice), the de-recruitment current was higher
than the recruitment current and the F-I relationship
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Figure 1. mSOD1 motoneurones have a larger input conductance than WT motoneurones

Aa, average responses of a mSOD1 motoneurone (top traces; each trace is an average of five sweeps) to a series
of current pulses (bottom traces) lasting 500 ms and ranging from —3 to +2 nA. Notice the sag on the voltage
response of the motoneurone: the voltage rapidly reached a peak, before stabilizing to a lower plateau value.
Ab, plot of the deflection of the voltage (AV, measured at the peak of the response, arrowhead in Aa) versus
the intensity of the current pulse. B, plot of the input conductances of WT and mSOD1 motoneurones versus the
age of the mice. C, distribution of the input conductances (Gin) of WT (top) and mSOD1 (bottom) motoneurones.
In each histogram, arrowheads mark the position of the mean. mSOD1, mutant superoxide dismutase 1; WT,

wild-type.

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Univ Rene Descartes on August 7, 2014


http://jp.physoc.org/

1692

displayed a clockwise hysteresis (Fig. 2Ad). In the other
cases (three of 20 or 15% in mSODI1 mice; nine of 31
or 29% in WT mice), the recruitment current was lower
and the F-I relationship displayed a counter clockwise
hysteresis (Fig. 2Bd; no difference in the proportions
of clockwise and counter clockwise hystereses between
WT and mSOD1 motoneurones, P = 0.32, Fisher’s exact
test). All these features (subprimary range preceding the
primary range, clockwise or counter clockwise hysteresis)
were similar to those that we previously described in
lumbar motoneurones of WT mice (Manuel et al. 2009;
Iglesias et al. 2011).

Remarkably, the recruitment current was not different
in the motoneurones of WT and mSODI1 mice. The
recruitment current was highly correlated to the input
conductance: the larger the input conductance, the higher
the recruitment current (WT: Pearson product-moment
correlation coefficient r = 0.64, P < 0.0001 vs. mSOD1:
r=10.85, P < 0.0001; WT and mSOD1 regressions are not
significantly different, P=0.68, ANCOVA; Fig. 3A), just as
in normal motoneurones in other species (Fleshman et al.
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1981; Gustafsson & Pinter, 1984; Zengel et al. 1985). The
recruitment current spanned the same range in mSOD1
(2.1-11.4nA) asin WT mice (1.2-12.6 nA) and the average
values were not significantly different (WT: 5.0 £ 3.5 nA,
n = 37 vs. mSODI1: 6.0 = 3.0 nA, n = 29; P = 0.11,
two-tailed Wilcoxon—-Mann—Whitney; Fig. 3B). Moreover,
the gain in the primary range was similar in the two
populations of motoneurones (Fig. 4A). The gain was
18.0 £9.7 Hz nA~! (7-40 Hz nA~'; n = 23) in WT mice
and 16.2 £ 6.7 HznA™' (9-32HznA™', n=12; P=0.85,
two-tailed Wilcoxon—-Mann—-Whitney) in mSOD1 mice.
Altogether, excitability in mSOD1 motoneurones is
unchanged despite the input conductance increase.

The lack of change in recruitment current was not due
to a parallel hyperpolarization of the voltage threshold for
spiking (WT: —64 to —28 mV, —51 £ 8 mV, n = 35 vs.
mSODI1: —64 to —30 mV, —49 = 8§ mV n = 18; P = 0.3,
two-tailed Wilcoxon—Mann—Whitney; Fig. 4B), nor to a
depolarization of the resting membrane potential (WT:
—81to —50mV, —66 =9 mV, n=49 vs. mSOD1: —83 to
—50 mV, —63 & 9 mV, n = 51; P = 0.15, two-tailed
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Figure 2. Most mSOD1 motoneurones fire repetitively in response to current ramps

A, clockwise response of an mSOD1 motoneurone to a slow ramp (1 nA s=') of current. Aa, slow current
ramp (bottom trace), voltage response (middle trace) and instantaneous firing frequency (top plot). The onset
of the discharge is shown by the vertical dashed line (lon, 3.7 nA) while the current of de-recruitment (/of,
5.3 nA) is indicated by the vertical dash-dotted line. Ab, magnification of the voltage trace at the recruitment
(region indicated in Aa). Spikes have been truncated to highlight the high-frequency oscillations (arrowheads)
that appeared in the interspike intervals. Note the firing variability that characterizes the SPR. Ac, magnification
of the region indicated in Aa. Increasing the injected current resulted in a PR without oscillation between spikes
and with less variability. Ad, plot of the instantaneous firing frequency versus the intensity of the injected current
for the ascending and descending branches of the ramp shown in Aa. Note that this F-/ relationship displayed a
clockwise hysteresis. Vertical dashed line indicates the transition between the SPR and the PR on the ascending
branch. The gain of the F~/ curve can be estimated by the slope of the linear regression (continuous line) in
the PR. B, counter-clockwise behaviour of another mSOD1 motoneurone in response to a slow ramp (1 nA s=1)
of current. Ba, same organization as in Aa. Note that, in this motoneurone, the de-recruitment current (/of,
1.2 nA) is lower than the recruitment current (/on, 2.2 nA). Bb, magnification of the voltage trace at recruitment
(region indicated in Ba). High-frequency voltage oscillations (arrowheads) were present between spikes as for the
motoneurone illustrated in A. Bc, magnification of region indicated in Ba. Bd, same organization as in Ad. Note
that the £~/ relationship of this motoneurone displayed counter-clockwise hysteresis. PR, primary range; mSOD1,
mutant superoxide dismutase 1; SPR, subprimary range.
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Wilcoxon—-Mann-Whitney). The resting membrane
potential did not change despite the increase in I current.
This suggests that the leak conductance increased in
parallel with I, as both conductances have an opposite
effect on the resting membrane potential.

Instead, the fact that recruitment current was unaltered
despite the increased input conductance might be due to
an upregulation of subthreshold depolarizing currents.
Supporting this assumption, we often observed an
acceleration of the voltage trajectory before the first spike
on a current ramp (compare Fig. 3Ca and Cb). As a
consequence, the recruitment current (measured current)
was smaller than the theoretical current that would be

A
“rewt
1| ® SOD1 ()

127 @ ° o
- e
< 10+ ®
z ®, )
g |
5 ° ® e o
— 1 ® o
2 6- & o’
e | ...

(.)4 .
IR I
2] ok ¥
| e
0

Motoneurones are not hyperexcitable in mSOD1 mice

Input conductance (uS)

Ca
7
50— V threshold 7
10 mV
-65- - L .
measured
Ion
3nA
1s

T T T T T T
0 0.1 02 03 04 05 06 0.7 0.8

1693

expected if only leak currents were present before the
initiation of the first spike (i.e. linear voltage trajectory).
The difference between the theoretical current (estimated
by extrapolating the linear voltage trajectory close to rest
until it reached the voltage threshold) and the measured
current was larger in mSOD1 motoneurones (1.9 £ 1.6 nA,
n = 14) than in WT motoneurones (0.7 & 1.0; n = 33;
P = 0.002, one-tailed Wilcoxon—-Mann—Whitney). This
suggests that some subthreshold depolarizing currents are
upregulated in mSOD1 motoneurone providing the basis
for homeostatic regulation of motoneurone excitability.
This acceleration in membrane potential in motoneurones
is probably due to the action of a persistent sodium
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Figure 3. mSOD1 motoneurones are not hyperexcitable: onset current

A, plot of the recruitment current of WT and mSOD1 motoneurones versus input conductance. B, distributions
of recruitment current of WT and mSOD1 motoneurones. The mean values are indicated by arrowheads. C,
magnification of the voltage (top trace) and current (bottom trace) near the recruitment of a WT (Ca) and mSOD1
(Cb) motoneurone (the mSOD1 motoneurone is the one illustrated in Fig. 2A). lon is measured as the current
intensity at which the motoneurone fires the first spike (‘measured lon’, dashed line), while the ‘theoretical /oy
is the current intensity that would be needed to reach the same voltage threshold if the membrane was purely
passive (dot-dashed line). mSOD1, mutant superoxide dismutase 1; WT, wild-type.
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current (Harvey et al. 2006; Kuo et al. 2006). An
increase in persistent sodium current has previously been
demonstrated in mSOD1 motoneurones in the neonate
(Quinlan et al. 2011) and thus the present result suggests
that this increase persists in the adult state.

A fraction of motoneurones are hypoexcitable

In contrast, not all mSOD1 motoneurones were able to
produce a repetitive discharge during the ramp of current.
Some motoneurones only fired a few spikes during the
ascending ramps (Fig. 5Aa) while others were not able to
fire at all (Fig. 5Ba) despite the fact that all motoneurones
were nevertheless able to emit a single spike in response to
a brief pulse of current (see Fig. 5Ab and Bb).

Remarkably, these motoneurones lost their ability to
produce a sustained discharge before their neuromuscular
junctions stopped working. Figure 5Ab shows that the
neuromuscular junctions of this motoneurone can be
reliably activated at a rate of 30 Hz when triggering
spikes with short pulses of current. This suggests that the
loss of function in the motoneurone cell body (inability
to produce sustained firing) preceded the peripheral
functional impairment.

Among 38 tested motoneurones in mSOD1 mice, only
22 (58%) were able to produce sustained firing during the
slow ramps of currents (bottom solid bars and pie chart,
Fig. 6A). Twelve (32%) failed to discharge a single action
potential during the slow ramps despite the fact that they
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were still able to fire one spike in response to a short
current pulse (bottom crosshatched bars and pie chart,
Fig. 6A). Four more motoneurones (10%) produced only
a few spikes during the ramp (bottom hatched bars and
pie chart, Fig. 6A). Interestingly, the input conductances of
those motoneurones (that failed to respond to a slow ramp
or that exhibited a poor response) were spread in the full
range of input conductances of mSOD1 motoneurones. In
sharp contrast, 36 motoneurones of the 41 tested (88%) in
WT mice produced sustained firing during a slow ramp of
current (top solid bars, Fig. 6A) whereas only three (7%)
did not discharge at all during the ramp (though they
could fire one spike in response to a current pulse, top
crosshatched bars, Fig. 6A) and only two (5%) discharged
only a few spikes during the ramp (top hatched bars;
Fig. 6A). Moreover, those motoneurones that failed to
produce sustained firing during the ramp were restricted
to those that had the highest input conductance (above
0.42 uS). Overall, the proportion of motoneurones in
mSOD1 mice that failed to produce a good repetitive
firing in response to a slow ramp of current was much
higher than in WT mice (16 of 38 for mSOD1 mice vs. five
motoneurones of 41 for WT mice; P= 0.004, Fisher’s exact
test) and their input conductances are spread across the
full spectrum of input conductances, unlike in WT mice.
The contrast between motoneurones from WT and
mSOD1 mice is even more striking in the time window
P34-P60 (Fig. 6B), that is to say the period just preceding
and during the very first denervations of neuromuscular
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Figure 4. mSOD1 motoneurones are not hyperexcitable: F-/ gain and voltage threshold

A, box-and-whisker diagram and data points of the distribution of the gain (measured in the primary range) of
WT and mSOD1 motoneurones. B, box-and-whisker diagram and data points of the distribution of the voltage
threshold of WT and mSOD1 motoneurones. In both diagrams, the central box represents the values from the
lower to upper quartile (25-75th percentile). The middle line represents the median. The vertical line extends to the
minimum and maximum values that fall within 1.5 times the interquartile distance. mSOD1, mutant superoxide

dismutase 1; NS, not significant; WT, wild-type.
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junction (Pun et al. 2006; Hegedus et al. 2007, 2008).
At this time period, all 21 WT lumbar motoneurones
displayed full repetitive firing in response to a slow ramp
(top solid bars and pie chart, Fig. 6B). However, only 11
of 17 mSOD1 lumbar motoneurones (65%) were able to
produce sustained firing (bottom solid bars and pie chart,
Fig. 6B). The six others (35%) were unable to discharge a
single spike during the ramp despite being able to fire one
spike in response to a short pulse (bottom crosshatched
bars and pie chart, Fig. 6B; P = 0.004, Fisher’s exact
test). Again their input conductances spanned the full
range of input conductances of mSOD1 motoneurones.
These results clearly indicate that, in mSOD1 mice, a large
fraction of motoneurones were unable to fire repetitively
and therefore were less excitable.

Changes in spike generating mechanisms in
hypoexcitable motoneurones

In neonatal cells, a primary compensation for the increase
in input conductance is an increase in persistent inward
sodium currents. As demonstrated by Kuo et al. (2006),
Miles et al. (2005) and others (Lee & Heckman, 2001;
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Harvey et al. 2006; Bouhadfane et al. 2013), a deficit in
persistent sodium current prevents a motoneurone from
producing sustained firing in response to long current
pulses or slow ramps of current. If the failure of spike
generation in hypoexcitable cells is indeed due to failure
of the persistent sodium current to keep up with increased
input conductance, then the hypoexcitable cells should
exhibit two behaviours: there should be a lack of a upswing
in membrane depolarization just before spike onset (a
behaviour generated by persistent sodium current) and
the cells should still spike to sharp transient inputs (as
these rapidly rising inputs do not need the assistance of
the upswing in membrane potential).

Consistent with these predictions, all the motoneurones
that failed to produce a sustained discharge were able to
emit a single spike in response to a brief pulse of current
(see above). Furthermore, the voltage upswing observed
in motoneurones that fire repetitively is absent in the
motoneurones that fire only a few spikes in response to
a slow current ramp. Figure 7 shows the upswings (empty
arrowheads) in two motoneurones that are able to produce
a sustained firing (mSOD1 and WT motoneurone, top
two traces, respectively). In sharp contrast the voltage
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Figure 5. Some mSOD1 motoneurones are hypoexcitable

A, example of an mSOD1 motoneurone that fired only a few spikes in response to slow current ramps. Aa, current
ramp (bottom trace) and voltage response (top trace). Ab, this motoneurone was nevertheless able to fire single
spikes (middle trace) in response to a train of brief current pulses (bottom trace) and its neuromuscular junction
was still functional, as shown by the fact that electromyography activity (top trace) was consistently observed
following each spike (inset: superposition of all the electromyography sweeps showing very little variability). B
example of an mSOD1 motoneurone that was unable to fire any spike in response to slow current ramps. Ba,
current ramp (bottom trace) and voltage response (top trace). Bb, this motoneurone was nevertheless able to
fire a single spike (top trace) in response to a brief pulse of current (bottom trace). mSOD1, mutant superoxide

dismutase 1.
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trajectory of the mSOD1 motoneurone unable to produce
a sustained firing (bottom trace) plateaus below the
expected passive trajectory (dashed line) just before firing
the first spike (filled arrowhead). These motoneurones
needed more current to reach their firing threshold than
what would be expected if the motoneurones were purely
passive (the difference between the theoretical current and
the measured current was negative: —0.5 £ 0.4 nA, n=4).
These results support a role for a relative reduction of the
persistent sodium current as a major mechanism of the
development of hypoexcitability.

The lack of hyperexcitability is not due to
anaesthetics: in vitro study of sacrocaudal
motoneurones of mutant superoxide dismutase
1 mice

Our results show that lumbar motoneurones either
successfully maintain their excitability or become hypo-
excitable as suggested by their inability to produce
sustained firing in response to ramps of current. Altogether
these results indicate that lumbar motoneurones are not
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hyperexcitable in mSOD1 mice. However, we performed
these experiments on deeply anaesthetized mice, and it
has been shown that the anaesthetics that we used can
suppress voltage-dependent currents that have a profound
effect on the excitability of motoneurones (Guertin &
Hounsgaard, 1999). One might therefore wonder whether
mSOD1 motoneurones could turn out to be hyper-
excitable in non-anaesthetized conditions. For technical
reasons, it is extremely difficult to perform intracellular
recordings of adult lumbar motoneurones in conditions
where no anaesthetics are used (lumbar cord in vitro or
decerebrate mouse in vivo). Instead, we recently developed
a preparation in which it is possible to record adult
motoneurones in vitro in the sacrocaudal region of the
spinal cord (Jiang & Heckman, 2006; Manuel et al. 2012).
Even though we cannot record lumbar motoneurones
in these conditions, tail muscles are atrophied and
sacrocaudal motoneurones degenerate with a time course
similar to the lumbar motoneurones in the SOD1 mouse
model of ALS (Alves et al. 2011).

The sacrocaudal motoneurones have been recorded
in a restricted time window (P40-P50), i.e. just
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Figure 6. A larger proportion of motoneurones cannot fire repetitively in mSOD1 than in WT mouse

lumbar spinal cords

A, distribution of input conductance (Gin) for different categories of WT (top) and mSOD1 (bottom) motoneurones
aged between 34 and 82 days old. Solid bars correspond to motoneurones that were able to produce sustained
firing, hatched bars correspond to motoneurones that fired only a few spikes, and crosshatched bars correspond
to motoneurones unable to fire any spike during ramps of current. Pie charts indicate the proportions of each
category among our population of WT (top pie chart) and mSOD1 (bottom pie chart) motoneurones. B, same
organization as in A for a time window restricted to P34-P60. mSOD1, mutant superoxide dismutase 1; WT,

wild-type.
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before denervation. They displayed smaller input
conductances than lumbar motoneurones, but, as above,
the motoneurone input conductance was 46% larger in
mSOD1 mice than in WT mice (P < 0.001, one-tailed
Wilcoxon-Mann—-Whitney; Fig. 8A and Table 1). The
plateau input conductance was also significantly larger in
sacrocaudal motoneurones of mSOD1 mice (P < 0.001,
one-tailed Wilcoxon—-Mann—Whitney; Table 1).

As with lumbar motoneurones, excitability was assessed
using slow ramps of current. Sacrocaudal motoneurones
usually responded to ramps of current with the same
clockwise (Fig. 8Ba and Bb) or counter-clockwise
hysteresis (not shown) as lumbar motoneurones.
The recruitment current remained unchanged in the
sacrocaudal motoneurones of mSOD1 mice compared to
WT mice (Table 1). In addition, the F-I gain was not
statistically different between mSOD1 mice and WT mice
(Table 1). This suggests that excitability is maintained in
these motoneurones. As in lumbar motoneurones, the lack
of effect on recruitment current was not due to a decrease
of the voltage threshold for spiking, nor to an increase in
the resting membrane potential (see Table 1).

Similarly to lumbar motoneurones, a fraction of
sacrocaudal motoneurones failed to respond to slow
ramps of current (Fig. 8Ca), despite the fact that they
could fire one spike at the onset of a current pulse.
These motoneurones were never able to produce a strong
repetitive firing, even in response to a strong current pulse
(Fig. 8Cb; eight of 27 in mSODI1 mice, four of 32 in WT
mice, Fig. 8D). Furthermore the input conductances of

Figure 7. Comparison of voltage trajectories before the first
spike emitted in response to a slow current ramp in
motoneurones able and unable to produce repetitive firing
Traces were smoothed using a 10 ms window, aligned to the first
spike (asterisk) and scaled so that the passive voltage trajectory
(dashed line) was the same in all traces. The top trace corresponds to
a mutant superoxide dismutase 1 motoneurone that was able to
produce repetitive firing (same motoneurone as in Figs 2A and 3Cb),
the middle trace is from a wild-type motoneurone (same
motoneurone as in Fig. 3Ca), and the bottom trace is from the
motoneurone in Fig. 5Aa.
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the motoneurones that were unable to produce sustained
firing were distributed among the full input conductance
range in mSOD1 mice whereas they were restricted to the
highest input conductances in WT mice (Fig. 8D).

Discussion

We showed that, in either the lumbar or the sacrocaudal
region of the spinal cord, motoneurones of adult
SOD1593* miceare not hyperexcitable. Instead, most of the
motoneurones successfully maintained their excitability
despite an increase of their input conductance. Their
voltage threshold for spiking, their recruitment current
and their F-I gain in the primary range were unchanged.
Yet this excitability homeostasis failed in a substantial
fraction of mSOD1 motoneurones, which lost their ability
to fire repetitively in response to a quasi-stationary input,
and therefore became less excitable. The lack of hyper-
excitability was not caused by the use of anaesthetics, as
we found the same results during in vifro experiments, in
which no anaesthetics were used. Moreover, the lack of
hyperexcitability cannot be explained by the death of the
more excitable cells as, at the age at which our recordings
were performed, no significant cell loss is observed in the
spinal cord (Gurney et al. 1994; Chiu et al. 1995). For the
same reason, the increase in input conductance cannot be
explained by the death of small motoneurones. In spinal
motoneurones of neonatal mSOD1 mice, the increased
input conductance was shown to be caused in part by
morphological alterations (Elbasiouny et al. 2010). Similar
explanations might hold true in adults.

The excitotoxicity hypothesis in amyotrophic lateral
sclerosis

The excitotoxicity hypothesis rests on several indirect
findings, such as the fact that riluzole, the only drug shown
to have a beneficial, albeit small, effect on the progression
of the disease (Lacomblez et al. 1996), is a glutamate
release inhibitor and a blocker of voltage-activated sodium
channels (Bellingham, 2011), which could decrease
glutamate toxicity. The excitotoxicity hypothesis has
received a lot of support from the fact that patients with
ALS have elevated levels of glutamate in their plasma and
cerebrospinal fluid (Rothstein ef al. 1990) as well as from
transcranial magnetic stimulation studies in patients with
sporadic and familial ALS (Vucic et al. 2008).

So far, the excitotoxicity hypothesis has only been
investigated in mSOD1 mice. It remains the best model
currently available to study the progressive and selective
motoneurone death, the hallmark of ALS, as other models
(e.g. based on TDP-43 transgenes) do not adequately
replicate some aspects of neuromuscular degeneration
(Van Den Bosch, 2011).
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Motoneurone hyperexcitability: an early but transient
event in mutant superoxide dismutase 1 mice

Spinal motoneurones recorded in whole spinal cords
in vitro or in culture from mSODI embryos have been
shown to be hyperexcitable: they are recruited at lower
currents and display higher F-I gains (Pieri et al. 2003;
Kuo et al. 2005; Martin et al. 2013). This is partly due to
an upregulation of the sodium persistent inward current

N. Delestrée and others
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(Kuo et al. 2005). In addition, the recovery from fast
inactivation of the sodium current proved to be faster
in mSOD1 motoneurones contributing to their hyper-
excitability (Zona et al. 2006).

At a later stage, in neonatal animals, both sodium and
calcium persistent currents were shown to be upregulated
(Quinlan et al. 2011). However, this upregulation did not
result in hyperexcitability as the recruitment current and

v
Aa . b ¢ 20~ 0.13+0.07 pS n =41
P inne v 154
5mV — oy vy 44 g
S 104
o P 27 3 5-
70 - S | Current (nA) =
\#WM I . . . . . 15} 0
\ - 06 -04 -02 02 04 06 %
o 5
"o c
=] -
05| . =z 10 i
15 E@WT 0.1940.08 uS n = 33
250 ms sJdAvmv) 20 W SOD1
Ba b D 10
— 50 12% (n = 4)
N
< ] 8+
g " / 88% (n = 28)
25mv § 20 / 6
o 4
o
&= 204 " 44
—-60- g’ 1 e g
= 10-
c g 2
2nA| 2
0= 005' 15 25 35 45 - G. (US
-
. L . . . O_ .
5s Injected current (nA) g Al (1S)
£
Ca b =1
z
25 mV 6+ 30% (n =8)
’ﬂ‘ i """"""& 8 70% (n = 19)
—60 =
10d WT SOD1

0.5nAs™!
6nA| /\
0=-
—

250 ms

4 __ L

. . sustained discharge
. . no repetitive firing

Figure 8. The electrophysiological properties of adult mouse sacrocaudal motoneurones recorded
in vitro are similar to those observed in the lumbar cord in vivo

Aa, voltage response (top traces) to a series of subthreshold current pulses (bottom traces). Each trace is the
average of five sweeps. Ab, plot of the voltage deviation (AV) measured at the peak of the response (arrowhead
in Aa) versus the intensity of the current pulse, used to estimate the input conductance of the cell. Ac, histogram of
the input conductances (Gin) of WT (top histogram) and mSOD1 (bottom histogram) sacrocaudal motoneurones.
The mean values are indicated by arrowheads. B, example of a sacrocaudal WT motoneurone that was able to
sustain a repetitive discharge in response to a stationary stimulus. Ba, response (top trace) to a slow current ramp.
The dashed lines indicate the onset and de-recruitment currents. Bb, F~I relationship of that motoneurone. Note
that it displayed a clockwise hysteresis. C, example of a sacrocaudal mSOD1 motoneurone that was unable to
produce sustained firing in response to stationary stimuli. Ca, this motoneurone was unable to fire a single spike
(top trace) in response to a slow ramp of current (bottom trace). Cb, this motoneurone was nevertheless able to
fire at most a doublet of spikes (top trace) at the onset of a square pulse (bottom trace). D, input conductances
(Gin) of sacrocaudal motoneurones that fired (solid bars) or that failed to fire (crosshatched bars) during ramps in
WT and mSOD1 mice. Pie charts indicate the proportions of each category among our population of WT (top pie
chart) and mSOD1 (bottom pie chart) motoneurones. mSOD1, mutant superoxide dismutase 1; WT, wild-type.
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Table 1. Comparison of electrophysiological properties between mSOD1 and WT sacrocaudal motoneurones
WT mSOD1 Significance
Resting membrane potential —61+4mV —62 +5mV P =0.61 (NS)
[-69 to —55] [-75 to —55]
n=41 n=33
Peak input conductance 0.13 £ 0.07 uS 0.19 + 0.08 uS P < 0.001 (*x)
[0.05 - 0.35] [0.09 - 0.38]
n=41 n=33
Plateau input conductance 0.16 £+ 0.10 xS 0.22 + 0.10 uS P < 0.001 (*x)
[0.05 - 0.45] [0.09 - 0.55]
n=41 n=33
Sag ratio 1.17 £ 0.14 1.17 £ 0.14 P =0.73 (NS)
[1.00 - 1.68] [1.00 - 1.56]
n=41 n =32
Recruitment current (/on) 3.5+ 2.4nA 3.3+ 1.7nA P = 0.88 (NS)
[0.4-9.1] [0.7 - 6.4]
n=24 n=18
Gain in primary range 8 + 5 Hz nA~! 10 + 4 Hz nA~! P =0.15 (NS)
[2 - 20] [5-20]
n=17 n=14
Voltage threshold —44 + 6 mV —41 + 8 mV P = 0.40 (NS)
[-53 to —33] [-52 to —21]
n=14 n=18

In each cell is given the average value =+ s.p., the range of values, and the number of observations. Abbreviations: mSOD1, mutant

superoxide dismutase 1; NS, not significant; WT, wild-type.

the F-I gain were the same in mSODI1 and WT mice
(Quinlan et al. 2011). Similarly, in another ALS model,
the SOD1%®°R mouse, spinal motoneurones did not exhibit
changes in rheobase or stationary F-I gain (Pambo-Pambo
et al. 2009). This might be due to the fact that, at this time
point, the input conductance of spinal motoneurones is
significantly larger in mSOD1 mice (in both the G93A
and G85R mutants) than in WT mice (Bories et al. 2007;
Quinlan et al. 2011). It thus appears that the upregulation
of inward currents just compensates for the increase of the
input conductance to preserve the net excitability.

This still holds true in adults as we have shown that
excitability is unchanged in most spinal motoneurones
despite the continuing conductance increase. The fact
that the voltage upswing before the initiation of the
first spike is larger in mSOD1 motoneurones compared
to WT motoneurones strongly suggests an upregulation
of inward currents. However, a substantial fraction of
motoneurones was not able to fire in response to a
quasi-stationary input (slow ramp of current) indicating
that the homeostatic regulation of excitability has failed in
these motoneurones. The fact that the voltage trajectory
levels off just before emission of the first spike suggests
that the upregulation of the persistent sodium current
is unable to keep up with the increase in leak current
in those motoneurones. Indeed, a deficit in persistent
sodium current prevents repetitive firing of motoneurones
but still allows spiking in response to transient inputs
(Lee & Heckman, 2001; Kuo et al. 2006). However we

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society

cannot exclude a contribution from an upregulation
of potassium currents. At this point in time, it is not
possible to directly measure the amplitude of currents in
adult mouse motoneurones. Voltage clamp recordings of
spinal motoneurones are extremely difficult to perform
in vivo and pharmacological manipulation of ionic
currents cannot be achieved in these conditions. Moreover,
we have been unsuccessful in performing reliable voltage
clamp recordings of sacrocaudal motoneurones in our in
vitro preparation.

Hypoexcitability occurred before the motor units have
started to degenerate as we found that their neuromuscular
junctions can still work normally. However, the reduced
activity of hypoexcitable motoneurones probably does
not cause the degeneration of neuromuscular junctions,
as a block of the axons by TTX has no impact on the
degeneration time course of neuromuscular junctions in
SOD1%%4 mice (Carrasco et al. 2012). One interesting
possibility is that the hypoexcitability may help preserve
motoneurone survival by restricting the calcium inflow to
the cell body. On the other hand hypoexcitability would
contribute to weak force production. Whatever the case,
the progression of hypoexcitability within the motor pools
might be considered as a marker of the disease progression.

In another model (SODI1%!*X mice), the input
conductance was not increased in adults, but the
excitability was also unchanged as the rheobase and the
gain was not modified (Meehan et al. 2010). In these
mice, a secondary range of firing (i.e. an increase of
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the F-I gain following the primary range, supposedly
due to activation of a calcium persistent current) was
observed and appeared at lower frequencies in mSOD1
animals (on average 133 Hz) than in WT (167 Hz)
suggesting an increase of the calcium persistent inward
current. However, such high-frequency firing is probably
unphysiological. In mouse motor units the tetanic force
is reached near the transition between the subprimary
range and the primary range, which occurs at much lower
frequencies (32-75 Hz; Manuel & Heckman, 2011). Our
results differ substantially from those of Meehan et al.
(2010), as we observed a proportion of motoneurones that
become hypoexcitable. However, the comparison between
our respective results is difficult given the fact that they
used a different model, in which the time of denervation
is unknown. It is therefore possible that they have studied
motoneurone excitability at a different stage of the disease.

Our present results, obtained in adult SOD1%%4
mice, demonstrate therefore that the hyperexcitability
observed at very early developmental stages does not
persist into adulthood. The transient nature of the
intrinsic hyperexcitability in mSOD1 mice is not restricted
to spinal motoneurones. It also occurs in hypoglossal
motoneurones. However, the time course of the hyper-
excitability may somehow be different than in spinal
motoneurones. Indeed, hypoglossal motoneurones are
hyperexcitable in neonates (van Zundert et al. 2008).
However at end stage, they are no longer hyperexcitable;
the recruitment current, the F-I gain and the intensity of
persistent inward currents are the same in mSOD1 mice
and in controls (Fuchs et al. 2013).

Excitotoxicity might be induced by alterations of
excitatory or inhibitory inputs to motoneurones

As spinal motoneurones are intrinsically hyperexcitable
only transiently, weeks before they start to degenerate, it
is unlikely that hyperexcitability contributes by itself to
the degeneration process. However, excitotoxicity could
still be induced by an alteration in the synaptic inputs
received by the motoneurone, leading to an excessive
excitation. A reduction of the inhibitory inputs or an
increase of the excitatory inputs would lead to higher
firing rates, thereby increasing the calcium concentration
in the cytoplasm. Moreover, an increased glutamatergic
excitation could by itself induce an excessive calcium
influx through the AMPA/Kainate receptors because the
GluR2 subunit is lacking in motoneurones (Rao & Weiss,
2004). Evidence for alterations of both the inhibitory and
excitatory synaptic inputs impinging on motoneurones, as
well as the properties of their postsynaptic receptors have
been reported (Carunchio et al. 2008; Jiang et al. 2009;
Chang & Martin, 2011; Sunico et al. 2011).
Motoneurones are also under the external influence
of neuromodulatory descending pathways that can
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affect their excitability and firing. In particular, spinal
motoneurones are highly sensitive to serotoninergic
inputs that tend to increase excitability through
modulation of (among others) calcium-activated
potassium currents, hyperpolarization activated inward
currents and persistent inward currents (Perrier et al.
2013). In our experimental conditions, these effects are
minimal due to the depth of the anaesthesia (in vivo
experiments) or absence of serotonin in the recording
solution (in vitro experiments). Yet, motoneurones in
ALS might not become hyperexcitable under the action
of serotoninergic inputs as there is evidence that
serotoninergic pathways degenerate in ALS (Sandyk,
2006; Dentel et al. 2013). However, degeneration of
serotoninergic axons could lead to a modification of post-
synaptic receptors causing them to become constitutively
active (Murray et al. 2010), and eventually leading
to spasticity (Bennett et al. 2001). Evidence for this
phenomenon has been found in ALS, but only at very
advanced stages of the disease (Dentel et al. 2013), which
makes it unlikely a primary cause of the degeneration.
Indeed, at the time points studied in our in vifro
experiments, we did not find any motoneurones displaying
the firing profiles characteristic of spasticity due to loss of
serotoninergic inputs (type 4 F-I relationship in Bennett
etal. 2001).

The superoxide dismutase 1 mutation affects all
spinal motoneurones, regardless of their
physiological type

There is a well-known relationship between the input
conductance of a motoneurone and the physiological
type of its motor unit: small motoneurones of slow
contracting motor units (S) display the smallest input
conductances whereas large motoneurones of fast contra-
cting and fatigable motor units (FF) have the largest
input conductances, motoneurones of fast contracting
fatigue-resistant motor units (FR) being of intermediate
size (Burke, 1981; Gustafsson & Pinter, 1984; Zengel et al.
1985; see also Manuel & Heckman, 20125 for preliminary
data on mouse motor units). A salient result of our present
work is that the whole spectrum of input conductances
is shifted towards larger values. Moreover, the input
conductances of motoneurones that turned into a less
excitable state are distributed over the full range of input
conductances. Hypoexcitability is therefore not restricted
to a motoneurone subtype. Altogether our results strongly
suggest that all motoneurones are affected regardless of the
physiological type of their motor unit.

However, in SOD1%%*A mice, FF motor units degenerate
first, followed by FR motor units; whereas S motor units
do not degenerate (Pun et al. 2006; Hegedus et al. 2007,
2008). As the ratio of excitatory versus inhibitory synapses
is larger in FF motoneurones than in S motoneurones

© 2014 The Authors. The Journal of Physiology © 2014 The Physiological Society
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(Conradi et al. 1979; Kellerth et al. 1983; Brannstrom,
1993), we might speculate that FF motoneurones would
be much more affected than S motoneurones by a shift in
the balance between excitation and inhibition (Sunico et al.
2011), which might explain their greater vulnerability.
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Chapitre V - Vacuolisation de I'arborisation dendritique
et couverture synaptique dans le modele SOD1-G93A

Introduction

L'apparition de vacuoles dans la corne ventrale de la moelle épiniere est une
caractéristique pathologique majeure retrouvée a la fois dans les analyses post-mortem
chez les patients SLA (Hirano et al. 1984; Menzies et al. 2002) et dans les modéles
SOD1-G93A a partir de la 10°™ semaine (Gurney et al. 1994) et SOD1-G37R a partir de la
20°m semaine (Wong et al. 1995). Les mécanismes de formation de ces vacuoles dans la
pathologie ne sont pas totalement connus, cependant plusieurs études ont montré dans le
modéle SOD1-G93A que ces vacuoles étaient d'origine mitochondriale (Kong & Xu 1998;
Jaarsma et al. 2000) et se formaient par dilatation de leur espace inter-membranaire
(Higgins et al. 2003). La translocation de la protéine SOD1 mutée du cytoplasme vers
I'espace inter-membranaire mitochondrial et l'accumulation de la protéine dans les
mitochondries semblent étre associées au début de la vacuolisation (Jaarsma et al. 2001).
L'accumulation d'agents oxydants ou de calcium dans la matrice mitochondriale pourrait
également étre impliquée dans la formation des vacuoles via l'activation des pores
mitochondriaux (mPTP) entrainant une entrée d'eau dans la mitochondrie par osmolarite,
accompagnée d'une dépolarisation de la membrane mitochondriale (Bendotti et al. 2001;
Halestrap et al. 2002). Si cette vacuolisation mitochondriale est liée a la survie des
motoneurones dans la SLA, elle devrait progresser avec la pathologie et toucher dans une

plus grande mesure les motoneurones les plus vulnérables.

L’absence d’hyperexcitabilité intrinséque des motoneurones dans le modéle SOD1-
G93Ahigh démontrée dans le chapitre précédent n’exclut pas qu'une augmentation de
I'excitabilité d’origine extrinseque se mette en place au cours de la progression de la
pathologie. Elle pourrait aussi bien résulter d'une augmentation de l'activité synaptique
excitatrice que d'une diminution de l'inhibition synaptique, ou encore d'une combinaison de
ces deux mécanismes. Une excitabilité extrinseque ainsi accrue provoquerait une entrée

de calcium supplémentaire, susceptible de provoquer la vacuolisation des mitochondries.
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En ce sens, plusieurs études ont rapporté des modifications de la couverture synaptique
sur les motoneurones SOD1. Toutefois, les conclusions de ces études divergent. Shutz et
al. (2005) rapportent une diminution de l'innervation glutamatergique des motoneurones, a
partir de P110, sans changement de I'innervation inhibitrice, alors que Sunico et al. (2011)
montrent une diminution de la couverture synaptique des motoneurones, a partir de P90,
résultant d'une large perte des synapses inhibitrices Iégérement compensée par une
augmentation des synapses excitatrices (Schitz 2005; Sunico et al. 2011). Si une
modification de I'activité synaptique est responsable de la vacuolisation des
mitochondries, celle-ci devrait étre plus prononcée dans les régions dendritiques ou la

densité synaptique est la plus élevée.

Dans cette étude, nous avons réalis€é des marquages intracellulaires de
motoneurones de souris SOD1-G93A, dans une gamme d'ages allant du stade pré-
symptomatique jusqu'au stade terminal de la maladie, afin de déterminer si la
vacuolisation dendritique était corrélée a la progression de la pathologie et a la
vulnérabilité des motoneurones. Nous avons aussi étudié la couverture synaptique
inhibitrice et excitatrice de ces motoneurone pour vérifier si elle pouvait étre mise en

relation avec 'émergence de ces vacuoles.

Méthodes

Animaux et préparation

Pour les besoins de I'étude, nous avons utilisé des souris sauvages (WT) et SOD1-
G93Ahigh (SOD1) de fond génétique CD1, B6 et B6/SJL, élevées au laboratoire, ainsi que
des souris B6 exprimant le géne SOD1 humain non muté (SOD1WT) provenant du
laboratoire de S. Boilée. La procédure chirurgicale est adaptée de celle utilisée dans les
articles précédents (lglesias et al. 2011, Article 2 cf. Méthodes). La souris était
anesthésiée au pentobarbital sodique et mise sous respiration artificielle. Un cathéter était
introduit dans la jugulaire pour administrer I'anesthésique de maniére réguliére. Le nerf

sciatique était exposé et disséqué pour ne conserver que la branche innervant le triceps
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sural en continuité avec le muscle. Finalement, une laminectomie était effectuée sur les

segments vertébraux Th13 et L1.

Electrophysiologie

Les motoneurones du triceps surae étaient empalés par une microélectrode (KCL
3M + Neurobiotine 2 %) d'un diamétre a la pointe compris entre 1 et 1,5um et de
résistance 5-10MQ. lls étaient identifiés par enregistrement d’'un potentiel d’action
antidromique lors de la stimulation du nerf du triceps surae. Leurs propriétés
électrophysiologiques (résistance d'entrée, temps de conduction antidromique) étaient
mesurées en courant impose et la vitesse de conduction axonale estimée par le rapport
entre le temps de conduction antidromique et la longueur du nerf (mesurée précisément a
la fin de Il'expérience entre le point de stimulation du nerf et le point d'entrée de la
microélectrode dans la moelle épiniére). L'état fonctionnel des jonctions neuromusculaires
était également estimé, lors de la stimulation intracellulaire du motoneurone, par

I'enregistrement d'un EMG dans le triceps surae.

Marquage intracellulaires et reconstruction 3D

Dans chaque expérience, un motoneurone unique du triceps surae était
marqué de fagon intracellulaire par injection de Neurobiotine (Vector labs) via I'électrode
d'enregistrement. La molécule étant chargée, un train de créneaux dépolarisant (3-10nA,
500ms) a 1Hz était appliqué au motoneurone pour permettre son transfert dans le milieu
intracellulaire. Aprés retrait de I'électrode, le nerf du triceps surae était stimulé a 1Hz
pendant 1h pour faciliter la diffusion de la Neurobiotine dans le motoneurone. La souris
était ensuite perfusée de maniére intracardiaque avec 20mL de PBS et 100mL de
paraformaldehyde 4 %, puis la moelle épiniere était prélevée et sectionnée au vibratome
(VT1000S, Leica GmbH, Wetzlar, Allemagne) en tranches de 60um. Les tranches étaient
incubées pendant 1h dans une solution de blocage/perméabilisation (tampon phosphate
salin (PBS) ; albumine de sérum bovin (BSA) 0,1% ; TritonX100 1%) et la Neurobiotine
était ensuite révélée par incubation pendant 2h dans une solution de PBS contenant de la
Streptavidine conjuguée au fluorophore Cyanine3 a la concentration 1/500 (Sigma-

Aldricht). Les tranches étaient finalement montées aprées ringage au PBS entre lames et
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lamelles dans un milieu de montage neutre (Fluoromount ; Sigma-Aldricht). L’acquisition
des piles d'images était réalisée sur les tranches sériées avec un microscope confocal
(LSM710; Carl Zeis, Oberkochen, Allemagne) et le motoneurone reconstruit en trois

dimensions a l'aide du logiciel Neurolucida (MBF Biosciences, Williston VT, USA).

Immunohistochimie

Nous avons révelé les contacts synaptiques inhibiteurs et excitateurs par
immunohistochimie. Aprés révélation de la Neurobiotine, les tranches étaient incubées
pendant 15 minutes dans une solution de blocage (PBS, BSA 0,1% Sérum d'ane 10%)
puis pendant une nuit dans une solution de PBS contenant les anticorps primaires de lapin
anti-VGAT (Vesicular GABA Transporter (Synaptic Systems) 1/500) et de cochon d'Inde
anti-VGLUT1 (Vesicular Glutmate Transporter 1 (Merck Millipore) 1/4000) ou anti-VGLUT2
(Vesicular Glutmate Transporter 2 (Merck Millipore) 1/500). Le lendemain les anticorps
primaires étaient révélés, apres ringage au PBS, par incubation pendant deux heures dans
une solution de PBS contenant les anticorps secondaires d'ane anti-lapin couplés a
I'Alexa488 (Jackson Immunoresearch Laboratories ; 1/500) et anti-cochon d'Inde couplé a
I'Alexa 647 (Jackson Immunoresearch Laboratories ; 1/500). Les tranches étaient ensuite

montées et observées en microscopie confocale comme indiqué précédemment.

Analyse

Pour chaque motoneurone marqué a la Neurobiotine, une longueur dendritique
comprise entre 600 et 3300um et contenant les plus grosses varicosités a été analysée
sous Neurolucida Explorer (MBF Biosciences, Williston VT, USA). La longueur et le
diamétre de chaque varicosité ainsi que leur densité sur I'échantillon dendritique considéré
ont été mesurés. La présence ou non de vacuoles dans ces varicosités a également été
vérifiée pour chacune d'entre elles : une varicosité contenant une zone interne non
occupée par la Neurobiotine (non fluorescente) a été comptée comme vacuolisée (la
Neurobiotine ne pénétre pas a lintérieur de la vacuole). Pour I'un des motoneurones
SOD1, l'arborisation a été reconstruite dans son intégralité et la position de chaque

varicosité dendritique reportée en fonction de sa distance radiale au soma. Les
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micrographies  (photographies réalisées en  microscopie) des marquages
immunohistochimiques ont été traitées et analysées sous ImagedJ afin de mesurer les
densités des contacts synaptiques apposés au motoneurone marqué a la Neurobiotine.
L'analyse des données électophysiologiques a été réalisée sous Spike2 (CED,
Cambridge, R-U). La résistance d'entrée des motoneurones a été mesurée par la pente de
la courbe courant-voltage en réponse a linjection de créneaux de courant
hyperpolarisants et dépolarisants, comme indiqué précédemment (cf. Chapitre 1V,
Méthodes).

Les analyses statistiques ont été réalisées via les logiciels KaleidaGraph et R. Les
données ont été exprimées en moyenne + écart-type. Les distributions des paramétres
mesurés ne suivant pas une distribution normale (test de Kolmogorov-Smirnov), nous
avons utilisé le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) pour comparer
les moyennes (avec un seuil de significativité fixé a 0,05). Puisque la maladie progresse
pendant la période de temps exploré, le lien entre ces paramétres et I'age des animaux a
ete verifié par le coefficient de corrélation de Bravais-Pearson (r; avec un seuil de

significativité fixé a 0,05).

Résultats

Les motoneurones SOD1 présentent des varicosités dendritiques vacuolisées de taille

anormalement importante

Nos marquages intracellulaires ont révélé que les motoneurones WT [n=9, P72+43
(P42-P177)] de souris possédaient des varicosités (dilatations ponctuelles de la
membrane) de petite taille reparties le long de leur arborisation dendritique (illustré a P177
sur la Figure 13A par les fléeches). Quelques unes d'entre elles contenaient une vacuole de
petite taille (Figure 13A, micrographie du bas, astérisques et encart de droite). Les
motoneurones SOD1 [n=13, P72+24 (P43-P110)] exprimaient également ces varicosités
dendritiques (illustré a P110 sur la Figure 13B par les fleches) mais la plupart d'entre elles
étaient occupées par une ou plusieurs larges vacuoles et pouvaient atteindre des tailles
anormalement importantes. Les motoneurones SOD1WT [n=5, P104+44 (P72-P179)]
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avaient quant a eux une morphologie similaire a celle des motoneurones WT, avec de
petites varicosités (indiquées a P179 sur la Figure 13C par les fleches) peu vacuolisées

(quelques vacuoles sont indiquées sur la micrographie du bas par les astérisques).

Malgré ses larges varicosités dendritiques vacuolisées, le motoneurone SOD1
illustré Figure 13B était toujours capable de produire un EMG lors de leur stimulation
intracellulaire (Figure 13D). Ceci indique que I'émergence de vacuoles de grande taille
dans les motoneurones SOD1 précéde la dénervation de leurs jonctions

neuromusculaires.

Figure 13 : Varicosités dendritiques des motoneurones et vacuolisation. A. Micrographies d'un motoneurone de
souris WT &gée de 177 jours. La micrographie du haut montre une vue d'ensemble du soma et de I'arborisation
dendritique comprise dans une tranche de 60um d'épaisseur. Les deux micrographies du bas montrent deux segments
dendritiques observés a plus gros grossissement et présentant plusieurs varicosités de petit diamétre. Les astérisques
indiquent de petites vacuoles parfois observées dans quelques varicosités. L'encart de droite est une image en noir et
blanc de la varicosité correspondante a I'étoile cerclée, sur laquelle la vacuole est bien visible B. Micrographies d'un
motoneurone de souris SOD1-G93A agée de 110 jours. Méme organisation qu'en A. Notez la grande taille des
varicosités (>15um de diameétre), toutes occupées par une ou plusieurs larges vacuoles. C. Micrographies d'un
motoneurone de souris SOD1WT agée de 179 jours. Méme organisation qu'en A. Les varicosités arborent ici un
phénotype similaire a celles du motoneurone WT en A : Elles sont de petit diameétre et présentent parfois des vacuoles
de petite taille (indiquées par les astérisques sur la micrographie du bas). D. tracé électromyographique (trace rouge)
enregistré dans le triceps surae lors de la stimulation intracellulaire (trace noire) du motoneurone illustré en B. Notez
I'aspect polyphasique du signal EMG, suggérant une désynchronisation de branches intramusculaires de I'axone du
motoneurone. La trace verte correspond au potentiel membranaire sur lequel on peut voir le potentiel d'action émis par
le motoneurone (fleche), en partie masqué par I'artefact de stimulation.
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Le diametre des varicosités dendritiques augmente avec l'dge dans les motoneurones
SOD1

Dans lI'ensemble de notre échantillon, les diamétres des varicosités dendritiques
des motoneurones SOD1 [3,0+2,0um (1,3-8,8um) n=13] était en moyenne plus important
que ceux des varicosités des motoneurones WT [1,6£0,3um (1,1-2,1um) n=9; WMW
p<0,001] et SOD1WT [1,7£0,5um (0,9-2,2um) n=5; WMW p=0,03]. Pour les animaux les
plus jeunes (<P60), la différence de diamétre était peu marquée entre les varicosités
SOD1 [2,0£0,5um (1,3-2,6pum) n=6] et WT [1,5£0,4um (1,1-2,1um) n=6; WMW p=0,04]
mais les diameétres des varicosités SOD1 augmentaient avec I'age des souris (Figure 14A
et B) entre P43 et P110 [r=0,68 n=13 p=0,01] alors qu'ils restaient constant pour les
motoneurones WT entre P42 et P177 [r=0,18 n=9 p=0,6] (Figure 14B) et SOD1WT entre
P72 et P179 [r=0,12 n=5 p=0,8]. Ainsi le diameétre maximal des varicosités du
motoneurone SOD1 illustré Figure 13B et 74A pouvait par exemple dépasser 16um a
P110 alors que les varicosités du motoneurones WT illustré par la Figure 13A
n'atteignaient qu'un diamétre maximal de 4um a P177. De méme, les varicosités
SOD1WT ne dépassaient pas Sum de diamétre a P179 (Figure 13C). Des varicosités non
vacuolisées de petites tailles subsistaient cependant, méme dans les motoneurones des
souris SOD1 les plus agées (illustré a P110 sur la Figure 14A, micrographie de droite)
indiquant que toutes les varicosités ne voyaient pas leur taille augmenter de la méme

facon.

Bien que certaines varicosités WT et SOD1WT contenaient de petites vacuoles, le
pourcentage de varicosités vacuolisées était significativement plus important dans les
motoneurones SOD1 [68+20% (36-98%) n=13] que dans les motoneurones WT [9£11%
(0-30%) n=9; WMW p=0,0001] ou SODIWT [32+25% (15-76%) n=5; WMW p=0,02]. La
forte vacuolisation des varicosités SOD1 était présente dés P40 sur notre échantillon
(Figure 14C) et n'augmentait pas de maniére significative avec I'age [r=0,25 n=13 p=0,4].
Elle augmentait cependant significativement dans les varicosités WT [r=0,85 n=9 p=0,004]
(Figure 14C) et SODIWT [r=0,98 n=5 p=0,003]. Ceci suggére que la vacuolisation
excessive des motoneurones SOD1 apparait précocement dans la maladie mais que

I'augmentation de la taille des vacuoles est un phénomeéne plus tardif.
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Figure 14 : Augmentation de la taille des varicosités SOD1 avec la progression de la maladie. A. Micrographies de
varicosités de motoneurones de souris SOD1 d'ages différents. Le diamétre des varicosités augmente avec I'age des
souris pour passer de 2um pour le motoneurone de souris de 52 jours a plus de 16um pour celui de la souris de 110
jours. La micrographie de droite a P110 illustre des varicosités non vacuolisées et de petite taille toujours présentes a
cette age. B. Diameétre moyen des varicosités de chaque motoneurone WT (points bleus) et SOD1 (points rouges) en
fonction de I'age. Les droites de régression et leurs coefficients sont représentés pour les valeurs WT (bleu) et SOD1
(rouge). Le diametre moyen des varicosités augmentait fortement avec I'adge pour les motoneurones SOD1 alors qu'il
restait constant pour les motoneurones WT. C. Taux de vacuolisation des varicosités de chaque motoneurone WT
(points bleus) et SOD1 (points rouges) en fonction de I'dge. Les droites de régression et leurs coefficients sont
représentés pour les valeurs WT (bleu) et SOD1 (rouge). Le diamétre moyen des varicosités restait relativement
constant sur la gamme d'age explorée pour les motoneurones SOD1 et WT.
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Les varicosités des motoneurones SOD1 commencent a grossir distalement

La densité moyenne des varicosités (qu'elles soient vacuolisées ou non) était la
méme sur les motoneurones de souris SOD1 et sur les motoneurones de souris WT
[Figure 12 E; SOD1 73+26var./mm (33-131var./mm) n=13; WT 75+30var./mm (43-
119var./mm) n=9; WMW p=0,84]. Elle était également constante dans la gamme d'age
explorée pour les motoneurones SOD1 [r=0,10 n=13 p=0,8] et WT [r=0,21 n=9 p=0,6].
Cela suggeére que les vacuoles des motoneurones SOD1 émergent et grossissent au sein

de varicosités pré-existantes.

La densité des varicosités n'était cependant pas constante le long I'arborisation
dendritique des motoneurones. Que ce soit pour les motoneurones WT ou SOD1, les
varicosités étaient moins nombreuses sur les dendrites les plus proximales et leur densité
augmentait en s'éloignant du soma, jusqu'a atteindre un plateau sur les segments
dendritiques distaux (illustré pour un motoneurone SOD1 a P64 par les Figures 15A, B et
Q).

L'augmentation de la taille de ces varicosités dans les motoneurones SOD1 n'était
pas uniforme non plus sur I'arborisation dendritique. Les vacuoles commencgaient a grossir
dans les varicosités situées sur les parties distales de I'arborisation dendritique : La Figure
15D montre un motoneurone SOD1 a P59 sur lequel les varicosités sont de petite taille sur
les dendrites proximales (micrographie du haut, fleches) alors que leur diamétre est plus
important sur les dendrites distales (micrographies du bas). A des ages plus avancés,
I'augmentation de la taille des varicosités touchait des dendrites plus proximales (Figure
15E a P107, fleches) jusqu'a affecter les varicosités présentes sur les dendrites primaires

pour les animaux les plus agés de notre échantillon (Figure 13B a P110, fleches).

94



10 pm

120 5

100 +

80

60 -

40

Nombre de varicosités
Densité des varicosités (n/mm)

20

o 200 400 600 800 1000

200 400 600
Distance dendritique au soma (um) Distance radiale au soma (pm)

50 pm

Figure 15: Répartition des varicosités sur I'arborisation dendritique des motoneurones et vacuolisation. A.
Projection de la reconstruction en 3D d'un motoneurone de souris SOD1 agé de 64 jours. Chaque couleur correspond a
un arbre dendritique différent. Les symboles rouges indiquent la position des varicosités le long des dendrites. Notez leur
forte concentration sur les segments dendritiques les plus distaux. Les cercles concentriques indiquent les distances
radiales depuis le soma dans le plan passant en son centre. B. Distribution des varicosités en fonction de leur distance
dendritique au soma. Notez que qu'elles sont quasi inexistantes sur les 200 premiers um des dendrites. La diminution de
leur nombre a partir de 500pm est due aux terminaisons dendritiques (cf. Figure 2 ). C. Densité des varicosités en
fonction de la distance radiale au soma illustrée en A. D. Micrographies d'un motoneurone de souris SOD1 agée de 59
jours. La micrographie du haut montre une vue d'ensemble du soma et des dendrites proximales comprises dans une
tranche de 60um d'épaisseur. Dans ce champ, les varicosités (dont certaines sont indiquées par les fleches) restent de
taille comparable a celles des motoneurones WT. Les deux micrographies du bas montrent deux segments dendritiques
distaux observés a plus gros grossissement et présentant plusieurs varicosités de diamétre moyen. E. Micrographie d'un
motoneurone de souris SOD1 plus agée (107 jours). La fleche blanche indique des varicosités de gros diamétre sur une
dendrite proximale.



La vacuolisation dendritique progresse plus rapidement dans les motoneurones F que

dansles S

Le diamétre moyen des varicosités était trés variable dans les motoneurones SOD1
des souris les plus agées (Figure14B, 2,4um a P107 contre 8,8um a P110). Afin de
déterminer si l'augmentation de la taille des varicosités affectait difféeremment les
motoneurones SOD1 selon leur vulnérabilité a la maladie (i.e. leur type physiologique),
nous avons formé deux classes de motoneurones présentant des caractéristiques
électrophysiologiques attribuables aux motoneurones Fast (vulnérables) ou Slow
(résistants). Le premier groupe comportait 4 motoneurones présumés Fast ayant une
vitesse de conduction axonale supérieure a 45m/s et une résistance d'entrée inférieure a
2,5MQ. Le second regroupait 4 motoneurones présumés Slow dont la vitesse de
conduction axonale était inférieure a 40m/s et la résistance d'entrée supérieure a 4MQ
(Figure 16A). Puisque la taille des varicosités des motoneurones SOD1 augmente avec
I'age des souris, nous nous sommes attachés a sélectionner des motoneurones d’ages
distribués de la méme fagon dans les deux groupes (Fast P53-P110 ; Slow P55-P107 Test
de Kolmogorov-Smirnov p=1) pour former 4 paires Fast-Slow d'ages équivalents. La
distribution des diamétres des varicosités a montré qu'a age équivalent, les varicosités de
gros diametres étaient plus nombreuses dans les motoneurones présumeés Fast que dans

les Slow (Figure 16B) suggérant que les vacuoles y grossissent plus rapidement.

De maniére intéressante, la densité des varicosités des motoneurones Fast
diminuait avec I'age proportionnellement a I'augmentation de leur longueur (mesurée dans
I'axe des dendrites, Figure 16C). Ceci pourrait s'expliquer par une fusion des varicosités :
les varicosités des motoneurones Fast atteignant des tailles élevées en plus grande
proportion, elles avaient probablement une plus grande tendance a fusionner entre elles
au fur et a mesure que leur diamétre et leur longueur augmentaient, expliquant ainsi la
diminution de leur densité. A l'appui de cette hypothése, nous avons observé des
varicosités de grande taille contenant plusieurs vacuoles dans les motoneurones de souris

SOD1 les plus agées (Figure 16D).
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Figure 16 : Progression différentielle de la taille des varicosités entre motoneurones Fast et Slow. A. Résistance
d'entrée des motoneurones en fonction de leur vitesse de conduction. Les motoneurones que nous avons considérés
comme Fast correspondent aux points rouges, ceux que nous avons considéré comme Slow aux points verts. B.
distribution du diamétre des varicosité pour chaque motoneurones Fast (rouge) et Slow (vert). Les ages sont indiqués
pour chague motoneurone. C. Densité des varicosités en fonction de leur longueur moyenne pour les motoneurones
Fast. Les ages sont indiqués pour chaque point. D. Micrographie de varicosités d'une portion dendritique d'un

motoneurone SOD1 comportant plusieurs vacuoles.



Les synapses se concentrent sur les varicosités

Afin de déterminer si la vacuolisation excessive des motoneurones SOD1 était liée
a une modification de la couverture synaptique des motoneurones dans la SLA, nous
avons mesuré les densités de contacts synaptiqgues GABAergiques (VGAT) et
glutamatergiques de type 1 (VGLUT1) et 2 (VGLUT2) sur les motoneurones SOD1 et WT
(Figure 17A) aux alentours de 50 jours [SOD1 52t6jours (43-58jours) n=6 ; WT 50+6jours
(42-59jours) n=6 ; WMW p=0,57]. Les densités synaptiques étaient similaires entre les
motoneurones SOD1 et WT (Figure 17B) pour les contacts VGAT (SOD1
453+88contacts/mm, n=6 ; WT 544+94contacts/mm, n=5 WMW p=0,2), VGLUT1 (SOD1
67+14contacts/mm, n=6 ; WT 60+39contacts/mm, n=6 WMW p=0,39) et VGLUT2 (SOD1
491+70contacts/mm, n=6 ; WT 423+94contacts/mm, n=6 WMW p=0,26). Cependant, les
densités synaptiques VGAT et VGLUT2 étaient plus importantes sur les varicosités que
sur les segments dendritiques en dehors des varicosités a la fois pour les motoneurones
SOD1 (Figure 17C; VGAT 765+175contacts/mm sur varicosités ; 371+95contacts/mm
hors varicosités, n=6 WMW p=0,002) (VGLUT2 771+148contacts/mm sur varicosités ;
360+78contacts/mm hors varicosités, n=6 WMW p=0,002) et WT (Figure 17D ; VGAT
874+145contacts/mm sur varicosités ; 419+106contacts/mm hors varicosités, n=5 WMW
p=0,008) (VGLUT2 733+209contacts/mm sur varicosités ; 328+95contacts/mm hors
varicosités, n=6 WMW p=0,002).
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Figure 17 : Répartition des contacts synaptiques sur I'arborisation dendritique des motoneurones. A. Marquages
immunohistochimiques des contacts synaptiques excitateurs (VG1 et VG2) et inhibiteurs (VGAT) sur les motoneurones.
B. Densités des contacts synaptiques VG1, VG2 et VGAT sur les dendrites SOD1 (rouge) et WT (bleu). C. Densités des
contacts synaptiques VG1, VG2 et VGAT sur les dendrites SOD1, sur les varicosités (gris clair) et sur les segments
dendritiques les séparant (gris foncé). D. Densités des contacts synaptiques VG1, VG2 et VGAT sur les dendrites WT,
sur les varicosités (gris clair) et sur les segments dendritiques les séparant (gris foncé)
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Conclusions

Nos résultats ont montré que les varicosités dendritiques des motoneurones
SOD1-G93A se vacuolisent. Ces vacuoles grossissent au cours de la progression de la
maladie et ce mécanisme semble étre plus accentué dans les motoneurones Fast, les plus
vulnérables a la pathologie. Cette vacuolisation apparait également, dans une moindre
mesure, dans les motoneurones WT, suggérant qu'elle pourrait constituer un mécanisme
normal dans la physiologie des motoneurones, mais que le mécanisme de vacuolisation
s'emballe au cours de la maladie. Nous avons montré que les synapses GABAergiques et
glutamatergiques VGLUT2 (provenant probablement d'interneurones inhibiteurs et
excitateurs) se concentraient sur les varicosités dendritiques. On peut donc supposer qu'il
existe un lien causal entre l'activité synaptique et la vacuolisation dendritique. La
couverture en synapses excitatrices et inhibitrices n'était toutefois pas modifiée entre les
motoneurones SOD1 et WT. La vacuolisation des motoneurones SOD1 résulterait plus
d'une activité synaptique anormale ou bien d'une plus grande vulnérabilité au stress

calcique qu'a une modification de la couverture synaptique.
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Discussion

La premiére étape de mon travail de thése a consisté en la caractérisation de
I'excitabilité des motoneurones de souris en conditions normales. Mes travaux ont en
particulier permis de montrer qu’un état de faible excitabilité intrinséque est a I'origine des
oscillations de mode mixte qui apparaissent dans les motoneurones de souris. J'ai par la
suite montré qu'une fraction des motoneurones devient encore moins excitable
(hypoexcitabilité intrinséque) dans les souris SOD1-G93A, modéle de la SLA, dans les
jours qui précédent les premiéres dénervations de jonctions neuromusculaires. Cette
fraction de motoneurones est incapable de décharger de fagon rythmique en réponse a un
stimulus stationnaire. Finalement, j'ai consacré la derniére partie de mon travail a
caractériser la vacuolisation dendritique des motoneurones SOD1-G93A qui apparait et
progresse au cours de la maladie et j'ai mis en évidence son lien avec la couverture

synaptique des motoneurones.

Dans ce chapitre, je discuterai des apports de mes travaux dans la compréhension
de la physiologie des motoneurones de souris et dans l'exploration des mécanismes

physiopathologiques responsables de leur dégénérescence dans la SLA.

1/ Réle des MMOs dans le comportement moteur chez la souris

Les études du systeme neuromusculaire chez le chat (Huizar et al. 1977; Dum &
Kennedy 1980; Zengel et al. 1985; Cope et al. 1986) et le rat (Bakels & Kernell 1993a; b)
ont montré une remarquable correspondance entre les propriétés intrinséques des
motoneurones et les propriétés contractiles de leurs unités motrices. Dans ces espéces, la
fréquence a laquelle les motoneurones commencent a décharger correspond a la
fréquence a laquelle les contractions musculaires unitaires commencent a se sommer. La
fréquence de décharge des motoneurones augmente ensuite linéairement par rapport a
I'excitation qu'ils regoivent tout au long de la zone primaire, jusqu'a fusion tétanique
compléte des contractions musculaires. Chez le chat, 'AHP est un facteur essentiel dans

le contréle de cette fréquence de décharge (Manuel et al. 2006, cf. Chapitre |, Partie D).
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Dans chaque unité motrice, sa durée correspond a celle des contractions unitaires des
fibres musculaires (Burke 1980, 1981 ; Kernell 2006). Elle permet ainsi la production d'une
force minimale aux plus basses fréquences de décharge puis une gradation progressive et
linéaire de la force musculaire développée par l'unité motrice lorsque la fréquence de

décharge augmente.

a) Réle des MMOs dans le recrutement de la force musculaire chez la souris

Les MMOs présentes dans les motoneurones de souris créent une situation
particuliere pour la gradation de la force développée par les unités motrices. Elles
produisent une zone sous-primaire dans laquelle la relation fréquence-courant est tres
pentue et induisent une grande variabilité dans la fréquence de décharge. Cette zone
sous-primaire précede la zone primaire classique qui ne présente pas de MMOs et ou la
fréquence de décharge est trés réguliere. Manuel & Heckman ont récemment montré
(2011) que la gradation de la force développée par les unités motrices de souris
s’effectuait majoritairement au cours de cette zone sous-primaire. Lors de l'application au
motoneurone d'une rampe lente de courant, la sommation des contractions unitaires
commencait dés les premiers potentiels d'action et leur fusion tétanique était atteinte lors
de l'apparition de la zone primaire de décharge. Cela est di a plusieurs facteurs. 1) Une
contraction plus lente que 'AHP (Figure 18A ; Manuel & Heckman 2011) : bien que les
oscillations sous-seuil prolongent les intervalles entre les premiers potentiels d'action dans
les motoneurones de souris, la durée des contractions musculaires unitaires permet
néanmoins leur fusion dés le début de la décharge. 2) Une augmentation rapide de la
fréquence de décharge en zone sous-primaire : I'état de faible excitabilité duquel
émergent les MMOs est également responsable d'un retard dans le recrutement des
motoneurones (Figure 18B), mais la fréquence de décharge augmente ensuite rapidement
lors de la disparition des oscillations. La forte accélération de la décharge en zone sous-
primaire permet alors d'atteindre rapidement la fréquence de fusion tétanique musculaire.
3) La fréquence de transition entre les zones sous-primaire et primaire est proche de la
fréquence de fusion tétanique (Figure 18C). Autrement dit I'essentiel de la gradation de la
force s’effectue en zone sous-primaire, contrairement au chat ou la gradation de la force
s’effectue en zone primaire. Puisque la durée des contractions unitaires differe selon le

type physiologique des unités motrices, des études chez le chat ont montré que la fusion
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tétanique compléte était atteinte pour des fréquences de décharges plus faibles dans les
motoneurones Slow que Fast (25Hz et 85Hz respectivement en moyenne ; Burke 1967).
On retrouve cette large gamme de fréquences de fusion tétanique chez la souris (45-
100Hz ; Manuel & Heckman 2011) mais, dans cette espece, la fusion tétanique est
toujours atteinte a la transition entre la zone sous-primaire et la zone primaire (Figure

18C).
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Figure 18 : Mécanismes permettant la gradation de la force en zone sous-primaire. A. Force musculaire (tracé du
haut) généré par la contraction unitaire d'une unité motrice de souris en réponse a l'injection d'un bref créneau de
courant (tracé du bas). Le tracé du milieu correspond au potentiel membranaire du motoneurone. On y voit la base du
potentiel d'action suivi de son AHP. Notez que la durée de relaxation de I'AHP est plus courte que la contraction unitaire.
B. Courbe courant fréquence d'un motoneurone en réponse a une rampe ascendante de courant. La ligne pointillé
oblique indique la trajectoire théorique de cette relation si le motoneurone ne présentait pas de MMOs et si a fréquence
minimale de décharge correspondait comme, chez le chat, a l'inverse de la durée de I'AHP. C. Fréquence de transition
entre la zone sous-primaire et la zone primaire en fonction de la fréquence de fusion tétanique pour 9 motoneurones de
souris. La droite de régression est indiquée en pointillé (r=0,90 ; p=0,0005). Adapté de Manuel & Heckman 2011.

Les expériences sur le chat (Kernell 2006), les primates (Palmer & Fetz 1985) et
I'hnumain (Hornby et al. 2002) ont montré que la gradation de la force développée par un
muscle était contrélée par une combinaison du recrutement de ses motoneurones et de la
modulation de leur fréquence de décharge. Chez la souris, I'état de faible excitabilité des
motoneurones et les MMOs qui en émergent définissent une gamme étroite de courant
pour laquelle la majeure partie de la force musculaire est générée. En conséquence, les
unités motrices de souris pourrait étre recrutées en « tout ou rien », ne laissant qu'un
faible réle a la modulation de la fréquence de décharge dans la gradation de la force. La
seule stratégie pour augmenter la force musculaire développée par la souris serait alors

de recruter plus d'unités motrices.
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b) Courants entrants persistants et recrutement des unités motrices

Nos expériences sur les motoneurones de souris ont principalement été realisées
dans des conditions d'anesthésie aux barbituriques, réduisant considérablement les
courants entrants persistants. Or nous avons montré que le courant sodique persistant
avait tendance a réduire la zone sous-primaire en augmentant I'excitabilité des
motoneurones (Article 1, Figure 4). Cette zone sous-primaire pourrait donc étre absente
durant le comportement normal des motoneurones dans lesquels les courants entrants
persistants sont activés autour du seuil de décharge (Kuo et al. 2006). Les travaux de
Marin Manuel a Chicago ont cependant montré que les MMOs et la zone sous-primaire
étaient toujours présents dans les motoneurones sacro-caudaux in vitro méme en
I'absence d'anesthésie (Article 2 Figure 8). Une étude récente (Meehan et al. 2010) a
également montré leur présence in vivo chez la souris anesthésiée au fentanyl/midazolam,
et ce malgré une activation claire des courants entrants persistants. L'action conjointe de
la faible excitabilité des motoneurones de souris et des courants entrants persistants
pourrait renforcer leur recrutement en « tout ou rien ». L'activation des courants entrants
persistants pourrait faire passer rapidement la décharge en zone primaire et donc
permettre le développement de la force maximale des unités motrices dés leur

recrutement.

c) Décharge des unités motrices dans le comportement de posture

Une étude de Ritter et al. (Ritter et al. 2014) remet en cause ce scénario en
analysant la décharge des unités motrices de souris adultes durant le comportement
normal, en l'absence d'anesthésie. Leurs enregistrements de signaux EMG dans le
muscle gastrocnémien latéral ont révélé que les unités motrices de souris déchargeaient
sur une large gamme de fréquence allant de 10 a 70Hz en moyenne au cours du
comportement postural. Ces valeurs sont en partie comprises dans la gamme de
fréquences rencontrées dans la zone sous-primaire des motoneurones (Figure 18C),
méme pour les plus excitables (présumées Slow et majoritairement recrutées dans le
comportement postural), suggérant qu'une décharge stable dans le temps et une

modulation de sa fréquence est possible en zone sous-primaire. Les plus hautes
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fréquences de décharge observées correspondraient quant a elles a des unités motrices

déchargeant en zone primaire et ayant atteint leur fréquence musculaire tétanique.

La plus grande variabilité de la frequence de décharge due aux MMOs n'a pas été
retrouvée dans cette étude : la variabilité était la méme pour les unités motrices
déchargeant aux plus basses fréquences que pour celles déchargeant aux plus hautes
fréquences. Ceci pourrait s'expliquer par une absence compléte de la zone sous-primaire
liée l'activation des courants entrants persistants par les systémes neuromodulateurs,
mais cette explication n'est pas compatible avec les faibles fréquences de décharge
observées. L'absence de diminution de la variabilité de la décharge pour les plus hautes
fréquences pourrait en revanche étre expliquée par I'augmentation de la variabilité en

zone primaire a cause du bruit synaptique inhérent a I'état d'éveil du systéme.

d) La zone sous-primaire dans les autres espéces

Une zone de décharge sous-primaire précédant la zone primaire a récemment été
observée dans les motoneurones de rat (Turkin et al. 2010). Chez le chat, bien que la
décharge sur rampe commence dans la plupart des cas par une zone primaire linéaire,
quelques potentiels d'action a plus basse fréquence précedent parfois la zone primaire
(Grillner & Udo 1971). Une zone sous-primaire semble enfin étre exprimée par les
motoneurones chez I'humain (Kudina & Alexeeva 1992; Kudina 1999), mais elle pourrait
étre causée par des fluctuations du bruit synaptique plutdét que par les mécanismes que

nous avons révelés chez la souris.

2 / Diminution de I'excitabilité membranaire dans les souris SOD1-G93A

adultes

De par 'habilité des motoneurones a maintenir leur homéostasie, il est difficile de
déterminer, au cours de la SLA, quels sont les processus qui causent la dégénérescence
et quels sont ceux qui vont constituer les mécanismes adaptatifs de la cellule lui

permettant de maintenir sa fonction.
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a) L'hyperexcitabilité des motoneurones est transitoire dans le modéle SOD1-G93A

L'hyperexcitabilité observée dans les motoneurones SOD1 aux stades prénataux et
néonataux était en partie liée a une augmentation des courants entrants persistants (Kuo
et al. 2005, Quinlan et al. 2011). Une telle augmentation semble toujours étre présente
dans les motoneurones SOD1 que nous avons enregistrés dans les jours précédant les
premiéres dénervations, comme [|'évoque la forte accélération de leur dépolarisation a
'approche du seuil de décharge (Article 2, Figure 3). Malgré cela, la plupart des
motoneurones SOD1 montraient une remarquable homéostasie de leur excitabilité : leur
courant de recrutement et leur relation courant — fréquence de décharge restaient
similaires a ceux des motoneurones WT. Les effets de l'augmentation des courants
entrants persistants étaient probablement compensés dans les motoneurones de souris
SOD1 adultes par I'augmentation de la conductance d'entrée que nous avons mesurée.
De cette fagon, la diminution de la résistance d'entrée pourrait permettre aux
motoneurones de maintenir une excitabilité cohérente avec les fonctions motrices et
constituer un mécanisme de défense contre I'excitotoxicité. Cependant, si les courants
entrants persistants ne sont pas suffisamment augmentés pour compenser 'augmentation
de la conductance d’entrée, cela a des effets déléteres sur le fonctionnement des
motoneurones. C’est sans doute a cause de cette mauvaise compensation homéostatique
gu'une fraction importante des motoneurones SOD1 (>40%) perdaient leur capacité a
décharger de maniere répétitive : ces motoneurones sont devenus hypoexcitables. Cette
perte de fonction devrait contribuer a la diminution de la force produite par les unités
motrice. De maniere remarquable I'hypoexcitabilité précéde la dénervation, ce qui devrait
contribuer a la diminution de la force produite par les unités motrice. L'hypoexcitabilité d'un
motoneurone SOD1 pourrait indiquer I'engagement dans le processus cellulaires de
dégénérescences mais elle n'est probablement pas directement responsable de la
dénervation des jonctions neuromusculaires puisque le blocage de la conduction axonale
par TTX n'a pas d'impact sur la dénervation musculaire dans ce modéle (Carrasco et al.
2012).
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b) La mutation SOD1-G93A affecte tous les motoneurones quelque soit leur type

physiologique

L'augmentation de la conductance d'entrée que nous avons mesurée dans les
motoneurones correspondait a un décalage de leur distribution vers de plus hautes
valeurs, avec disparition compléte des basses conductances. De plus, les motoneurones
qui perdaient leur capacité a décharger de maniére répétée étaient répartis sur I'ensemble
de la gamme de conductance. Ceci suggéere que méme les motoneurones Slow, les plus
résistants a la SLA, sont affectés par les mécanismes physiopathologiques dans le
modéle SOD1-G93A. Cela reste a vérifier avec des expériences dans lesquelles le type
physiologique de I'unité motrice sera déterminé sur la base de ses propriétés contractiles.
Si tous les types physiologiques étaient atteints d’hypoexcitabilité, cela indiquerait que la
vulnérabilité des unités motrices Fast n'est pas liée a une altération spécifique de leur

excitabilité intrinséque.

c¢) Origine de I'augmentation de la conductance d'entrée

L'augmentation de la conductance d'entrée des motoneurones SOD1 pourrait étre
causée soit par une augmentation de leur surface membranaire, soit par une
augmentation de la conductivitt membranaire spécifique ou encore une combinaison de
ces deux facteurs. Comme mentionné précédemment (Chapitre Il D b), plusieurs études
rapportent une augmentation de la taille des motoneurones dans la SLA (Amendola &
Durand 2008, Filipchuk & Durand 2012). EIBassiouny et collaborateurs (2010) montrent
que cette augmentation de la taille des motoneurones ne pourrait expliquer qu'une fraction
de l'augmentation de conductance membranaire. Une augmentation de la conductivité
membranaire spécifique semble donc survenir dans les motoneurones SOD1. Elle n'est
probablement pas attribuée a I'augmentation des courants entrants persistants puisque les
conductances d'entrée ont été mesurées au potentiel de repos auquel les courants
entrants persistants sont inactifs. En revanche, nos données suggérent qu'a la fois le
courant lh et les courants de fuite sont augmentés dans les motoneurones SOD1 et

pourraient donc contribuer a I'augmentation de la conductance d'entrée.
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3 / Vacuolisation dendritique et excitotoxicité

Nos résultats montrent que les motoneurones ne présentent pas chez l'adulte
d’hyperexcitabilité intrinseque. Une excitotoxicité des motoneurones pourraient cependant
étre provoquée par une altération de leurs entrées synaptiques. A cet égard, la
vacuolisation et 'augmentation de la taille des varicosités dendritiques observées dans les
motoneurones des souris mSOD1 présente un intérét particulier. Ce mécanisme a en effet
été observé dans divers types neuronaux en réponse a une excitotoxicité glutamatergique.
Dans les cultures de neurones corticaux et hypocampaux, chez la souris et le rat,
I'application de NMDA provoquait I'apparition et le gonflement de varicosités (Hasbani et
al. 1998; lkegaya et al. 2001; Inoue & Okada 2007) associés a une dépolarisation
mitochondriale (Greenwood et al. 2007) et a une déstructuration du cytosquelette
(Hoskison et al. 2007). Ce phénomeéne est réversible si les conditions excitotoxiques sont
temporaires mais persistent et conduisent a la mort cellulaire lorsqu'elles sont prolongées
dans le temps. De la méme fagon que dans nos motoneurones, le gonflement des
varicosités lié a I'application de NMDA commence dans les dendrites distales pour se

propager ensuite vers le corps cellulaire.

a) Vacuolisation et résistance d’entrée

La formation de vacuoles de gros diamétre dans les motoneurones SOD1
augmente de maniére évidente la surface membranaire de leurs dendrites. Si la densité
des canaux membranaires est maintenue lors de la formation de ces vacuoles par
I'expression de canaux supplémentaires, I'augmentation de surface membranaire pourrait
contribuer a celle de la conductance d'entrée de ces motoneurones. De plus la
vacuolisation provoque probablement un étirement local de la membrane dendritique. Or
certains canaux ioniques, dont les canaux chloriques sensibles au volume (VSOR ; Okada
2006; Inoue & Okada 2007) et les canaux potassiques BK calcium dépendants ont des
propriétés mécano-sensitives et peuvent s'ouvrir de maniére mécanique lors de I'étirement
de la membrane (Hammami et al. 2009; K. Takahashi & Naruse 2012). Ces canaux sont
exprimés de fagon quasi-ubiquitaire dans le systéeme nerveux central (Okada 2006; Kyle et
al. 2013) et leur activation lors de la vacuolisation pourrait contribuer a la fois a

I'augmentation de la conductance d'entrée et a I'hypoexcitabilité des motoneurones SOD1.
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Cependant, dans nos enregistrements, le potentiel de repos n'était en moyenne pas plus
hyperpolarisé dans les motoneurones SOD1 que dans les WT. Ceci pourrait s'expliquer
par une compensation du courant potassique BK par I'augmentation du courant |h au

repos.

b) La vacuolisation mitochondriale pourrait étre un mécanisme de protection contre le

stress excitotoxique

Des études ont montré que le gonflement des varicosités de neurones corticaux en
présence de NMDA était atténué par la réduction de la concentration en sodium du milieu
extracellulaire (Hasbani et al. 1998). Dans ces conditions, la proportion de neurones qui
entraient en dégénérescence était toutefois plus importante (lkegaya et al. 2001),

suggérant l'effet protecteur du gonflement de ces varicosités.

La capture du calcium par les mitochondries est un facteur majeur dans la
régulation de I'homéostasie calcique (Patergnani et al. 2011; Williams et al. 2013) et
pourrait constituer un mécanisme protecteur dans la SLA. Or la surcharge calcique des
mitochondries a pour effet d'activer les pores mitochondriaux de transition (mPTP ; Tadic
et al. 2014) ce qui entraine une entrée d'eau dans la mitochondrie (Bendotti et al. 2001,
Halestrap et al. 2002) et pourrait étre responsable de leur vacuolisation (Buki et al. 2000).
Le fait que certaines des varicosités des motoneurones WT contenaient de petites
vacuoles et que leur taux de vacuolisation augmente Iégérement avec I'age suggére que
ce mécanisme est courant dans la physiologie normale des motoneurones et pourrait étre
lié au vieillissement cellulaire. Il pourrait cependant étre exacerbé dans les motoneurones
SOD1-G93A par une entrée massive de calcium liée a un excés d'excitation par rapport a
I'inhibition, et conduire au gonflement anormal des mitochondries. Certaines études ont
cependant révélé une diminution de la capacité des mitochondries a séquestrer le calcium
dans les motoneurones SOD1-G93A (Fuchs et al. 2013; Nguyen et al. 2009), ainsi
I'ouverture des mPTP et la vacuolisation pourraient avoir une origine autre que calcique.
L'accumulation d'espéces réactives de l'oxygéne liée a I'accumulation de la protéine SOD1
dans les mitochondries (Higgins et al. 2003) pourrait avoir des effets similaires sur
I'activation des mPTP (Tadic et al. 2014).
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¢) La vacuolisation pourrait étre induite par une modification de I'excitabilité synaptique

Nous avons montré que la vacuolisation prenait place dans les motoneurones
SOD1 a l'intérieur de varicosités dendritiques caractérisées par une forte densité
synaptique, a la fois excitatrice et inhibitrice. Ce résultat suggére fortement qu'il existe un
lien entre l'activité synaptique regue par le motoneurone et sa vacuolisation. Toutefois les
densités synaptiques sur les varicosités SOD1 ainsi que le ratio excitation/inhibition étaient
similaires a ceux rencontrés sur les varicosités non vacuolisées des motoneurones WT.
Mais bien que nous n'ayons pas observé de modification dans la couverture synaptique de
ces motoneurones, il reste envisageable que l'activité synaptique inhibitrice ou excitatrice
soit altérée dans les motoneurones SOD1 au cours de la SLA. Une augmentation de
I'activité excitatrice aussi bien qu'une diminution de [I'activité inhibitrice sur les
motoneurones pourrait entrainer une surcharge calcique locale et provoquer la
vacuolisation. De récentes études argumentent en faveur d'une diminution de I'efficacité
des circuits inhibiteurs. Certains auteurs rapportent une diminution de la libération de
GABA dans la moelle épiniére de souris SOD1-93A pré-symptomatiques (Milanese et al.
2010) alors que d'autres ont montré une diminution de la sensibilité des récepteurs au
GABA sur les motoneurones SOD1 en culture (Carunchio et al. 2008). D'autres encore
pointent une diminution de la densité des récepteurs glycinergiques (Lorenzo et al. 2006)

ou une perte des synapses glycinergiques sur les motoneurones (Chang & Martin 2009).

d) Progression de la vacuolisation et dégénérescence des motoneurones

Nous avons montré dans notre étude que les grosses vacuoles des motoneurones
SOD1 apparaissaient dans un premier temps dans la partie distale de I'arborisation
dendritique. Or les parties distales de I'arborisation dendritique ont un poids limité dans la
physiologie du motoneurones : les synapses distales ont en effet un réle relativement
faible dans la relation entrée-sortie des motoneurones et le siége leur survie est situé dans
son matériel génétique, au soma. Si la vacuolisation des mitochondries est un des
facteurs déclenchant de la dégénérescence des motoneurones en obstruant le transport
vésiculaire le long des dendrites ou encore en entrainant des dysfonctions mitochondriales

et une diminution de la production d'ATP, ses effets devraient demeurer restreints jusqu'a
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I'atteinte des mitochondries plus proximales. La progression centripéte de la vacuolisation

pourrait alors expliquer le caractére tardif de la neurodégénérescence dans la SLA.

e) Vulnérabilité différentielle des motoneurones et vacuolisation

Il a été établi que les motoneurones présentent une sensibilité différentielle a la
SLA selon leur type physiologique : les motoneurones des unités FF dégénerent en
premier, suivis par les motoneurones des unités FR alors que ceux des unités S résistent
(Pun et al. 2006, Hegedus et al. 2007). Dans notre échantillon, les motoneurones
présumés Fast (FF et FR) montraient en moyenne une progression plus rapide de la
vacuolisation que les motoneurones Slow. Cette observation est en accord avec la plus
grande vulnérabilité a la SLA des motoneurones Fast et pourrait étre liee a une plus
grande activité excitatrice recue par ces motoneurones, leur ratio entre synapses
excitatrices et inhibitrices étant plus élevée que celui des motoneurones Slow (Conradi et
al. 1979; Conradi et al. 1983; Brannstrom 1993).
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4 | Perspectives

Nous avons montré que les motoneurones n'étaient pas intrinséquement
hyperexcitables dans la SLA durant les jours précédant leurs dénervations. Une
excitotoxicité d'origine extrinseéque est cependant toujours envisageable : nos expériences
suggeérent un lien entre, d'une part, la dégénérescence des motoneurones et leur
vacuolisation et, d'autre part, une perturbation de I'activité synaptique qu'ils pergoivent.
Pour vérifier ce point, il sera a la fois nécessaire de mesurer le taux d'expression et la
localisation des récepteurs post-synaptiques exprimés par les motoneurones au cours de
la progression de la maladie et de mesurer l'activité des réseaux spinaux inhibiteurs et
excitateurs projetant sur les motoneurones ainsi que [I'état des systémes

neuromodulateurs dans la SLA.

Si une modification de I'activité synaptique percue par les motoneurones dépend de
leurs types physiologiques, elle pourrait rendre compte de la vulnérabilité différentielle des
unités motrices dans la SLA. Il est pour cela crucial de pouvoir identifier de fagon robuste
le type physiologique des unités motrices étudiées chez la souris. Cette identification peut
a la fois reposer sur des critéres électrophysiologiques ou moléculaires (marqueurs
immunohistochimiques), mais nécessitent d'étre confirmés sur la base de critéres
mécaniques (vitesse de contraction et force développée). Des marqueurs moléculaires de
type physiologique commencent a émerger de différents travaux mais sont sujets a divers

changements au cours du développement et nécessitent confirmation.
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Résumé

Les motoneurones tiennent une place remarquable dans l'organisme : ils
constituent l'interface entre le systeme nerveux central et le systétme musculaire. Leur
excitabilité est une caractéristique primordiale dans le comportement moteur puisqu'elle
définit la force musculaire développée en réponse a la commande motrice. Chez la souris,
la décharge des motoneurones est marquée par la présence d'oscillations de mode mixte
(MMOs) entre les potentiels d'action. Ces MMOs permettent la décharge des
motoneurones a basse fréquence et sont responsables d'un régime de décharge
particulier nommé zone sous-primaire, pendant lequel la fréquence de décharge est tres
variable et le gain de la relation courant-fréquence élevé.

Nous avons étudié les mécanismes responsables de I'apparition de ces MMOs a la
fois de maniére expérimentale, dans une préparation in vivo de souris anesthésié, incluant
l'utilisation du Dynamic Clamp, et théorique, au moyen d'un modéle mono-compartimental
de motoneurone. Nos résultats ont montré que ces MMOs étaient causées par les
courants sodiques et potassiques responsables des potentiels d'action et qu'elles
émergeaient d'un état de faible excitabilité de la membrane, di a l'inactivation lente des
courants sodiques. Nous avons également montré que le courant de post-
hyperpolarisation pouvait paradoxalement augmenter I'excitabilité des motoneurones et
réduire les MMOs en dé-inactivant le courant sodique.

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) conduit a la dégénérescence spécifique
de ces motoneurones qui s'accompagne d'une vacuolisation de leur arborisation
dendritique. L'augmentation précoce de l'excitabilité des motoneurones dans la maladie a
largement été évoquée pour rendre compte de leur atteinte. Une hyperexcitabilité, aussi
bien d'origine intrinséque qu'extrinséque pourrait en effet produire une excitotoxicité
délétere pour la cellule. Si une telle modification de Il'excitabilité est en cause dans la
maladie, elle devrait persister jusqu'aux ages auxquels se produisent les premiéres
dénervations des jonctions neuromusculaires.

Nous avons enregistré les propriétés électrophysiologiques des motoneurones
dans une préparation in vivo de souris adultes SOD1-G93A, modele de la SLA. Nos
résultats ont montré que leur conductance d'entrée était augmentée dans les jours qui
précédent les premieres dénervations de leurs jonctions neuromusculaires. Malgré cela,
leur excitabilité n'était pas modifiée. Loin d'étre intrinséquement hyperexcitables, une
fraction d'entre eux perdaient méme leur capacité a décharger de maniere répétée.

Nous avons finalement étudié la vacuolisation qui prend place dans les dendrites
des motoneurones au cours de la maladie et son lien avec la couverture synaptique. Nous
avons montré que la vacuolisation dendritique prenait place avant les dénervations et que
la taille des vacuoles augmentait avec l'd4ge des souris SOD1-G93A. De maniere
intéressante, cette progression semblait plus rapide dans les motoneurones les plus
sensibles a la maladie. Bien que la couverture synaptique n'était pas modifiée au cours de
la maladie, nous avons mis en évidence une densité de synapses excitatrices et
inhibitrices plus importante sur les régions dendritiques qui se vacuolisent.

Ces résultats suggérent un lien entre l'activité synaptique et la formation de
vacuoles dans les motoneurones au cours de la SLA. Les motoneurones ne présentant
pas d'hyperexcitabilité intrinséque, une excitotoxicité d'origine synaptique pourrait alors
étre responsable de leur dégénérescence.



