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Résumé

En dépit du formidable essor qu’'ont connu les biotechnologies et la recherche médicale; les
maladies du systeme nerveux continuent de se développer, en particulier les maladies neuro-
dégénératives. Elles constituent aujourd’hui un fléau sur le plan social, et un défi sur le plan
médical et scientifique. En effet, les avancées de notre connaissance des systemes biologiques
dévoilent une grande complexité des phénomenes physiologiques et pathologiques; et les
efforts de recherche peinent a se traduire en véritables victoires sur le plan de la découverte de
nouveaux traitements pour les malades atteints d’affections neurologiques et psychiatriques.
Le développement des technologies informatiques a fait naitre les domaines de la biologie
systémique et des neurosciences computationnelles, qui permettent de mieux appréhender
cette complexité. Ces approches consistent a intégrer les données positives issues de la neu-
robiologie dans des modeles mathématiques et informatiques, dans le but de formaliser les
mécanismes a la base des fonctions du systéme nerveux, d’extraire les principes fonctionnels
du traitement du signal effectué par les neurones et les synapses, d’identifier les altérations a
'origine des maladies, et de découvrir les cibles et les leviers possibles pour leur traitement.
Issue de cette démarche, Rhenovia Pharma promeut une méthode plus rationnelle et plus
efficace de découverte de médicaments pour le traitement des maladies du systéme ner-
veux, et propose des outils de modélisation et de simulation aux acteurs de la recherche
pharmaceutique.

Les travaux de cette thése financée par Rhenovia Pharma ont pour but d’étendre les techniques
de modélisation et de simulation, d’enrichir la base de modeles disponibles, et de mettre en
application ces développements dans le cadre de projets menés par I'entreprise.

D’une part, mon travail a consisté a mettre en ceuvre différents outils et techniques permet-
tant de construire des modéles de mécanismes neuronaux, intégrés a différentes échelles :
les modeles dits « élémentaires » permettent de simuler la dynamique des récepteurs, des
canaux ioniques, et les réactions biochimiques des voies de signalisation intracellulaires; les
modeles de neurones permettent d’étudier I'activité électrophysiologique de ces cellules; et
les modeéles de microcircuits permettent de comprendre les propriétés émergentes de ces
systemes complexes, tout en conservant les mécanismes élémentaires qui sont les cibles des
molécules pharmaceutiques.

D’autre part, ces travaux ont été appliqués a I’étude du fonctionnement de I’hippocampe,
dans le cadre de trois projets qui ont accompagné le développement des techniques de modé-
lisation et de simulation. La premieére application traite du phénomeéne de Potentialisation a
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Résumé

Long-Terme (ou Long-Term Potentiaion, LTP) dans les synapses glutamatergiques de I'hip-
pocampe. Sa modulation par des composés pré- et postsynaptiques y est étudiée, ainsi que
le synergisme de combinaisons et 'influence des protocoles expérimentaux d'induction. La
deuxiéme application aborde la question de '’hyperexcitabilité neuronale et de I'épilepsie
mésio-temporale, sur la base de simulateurs reproduisant différents modéles expérimentaux,
et permettant d’étudier les effets de médicaments anti-épileptiques. L'action de composés
sur I’hyperexcitabilité neuronale obtenue dans la configuration in vitro dite Low-Mg est mo-
délisée et simulée; et les altérations de la transmission GABAergique, observées dans un
modeéle in vivo de souris épileptique sont étudiées. La troisieme application est consacrée
a la modulation muscarinique de I'activité hippocampique. En particulier, un modéle des
mécanismes générateurs du rythme théta, incluant les microcircuits de I'aire CA1l, le sep-
tum médian et la voie septo-hippocampique est proposé; et 'effet de composés ciblant les
récepteurs muscariniques sur ce phénomene oscillatoire est simulé.

Mots-Clés : biologie systémique, modélisation et simulation multi-échelles, hippocampe,
aire CAl, transmission synaptique, glutamate, GABA, acétylcholine, récepteur NMDA, LTB,
hyperexcitabilité, épilepsie mésio-temporale, médicaments antiépileptiques, récepteurs mus-
cariniques, rythme théta, rythme gamma, septum médian, voie septo-hippocampique.
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Abstract

Despite the tremendous progress achieved by biotechnologies and medical research, diseases
of the nervous system are continuously growing, particularly neurodegenerative diseases.
Today they constitute a blight on the social level, and a challenge addressed to science and
medicine. Indeed, advances in our understanding of biological systems reveal an outstand-
ing complexity of physiological and pathological phenomena; and research efforts hardly
result in real victories in terms of the discovery of new treatments for patients suffering from
neurological and psychiatric diseases.

The development of computer technologies has created the fields of systems biology and com-
putational neuroscience that aim to better handle this complexity. These approaches are to
integrate the positive data from neurobiology in mathematical and computer models in order
to formalize the mechanisms underlying nervous system functions, extract the functional prin-
ciples of signal processing performed by neurons and synapses, identify alterations underlying
the origins of diseases, and discover new possible targets and levers for their treatment.
Arising from this approach, Rhenovia Pharma promotes a more rational and efficient method
of drug discovery for the treatment of nervous system diseases, and provides modeling and
simulation tools to the actors of pharmaceutical research.

The work of this thesis funded by Rhenovia Pharma aims to extend modeling and simulation
techniques, to enrich the library of available models, and to apply these developments in the
context of projects pursued by the company.

On one hand, my task was to implement different tools and techniques to develop models of
neural mechanisms at different scales: the so-called "elementary models" permit to simulate
the dynamics of receptors, ion channels and biochemical reactions in intracellular signaling
pathways; models at the neuronal level allow to study the electrophysiological activity of these
cells; and microcircuits models help to understand the emergent properties of these complex
systems, while maintaining the basic mechanisms that are the targets of pharmaceutical
molecules.

Moreover, this work has been applied to the study of the hippocampal function, within the
framework of three projects that have accompanied the development of modeling and simula-
tion techniques. The first application deals with the phenomenon of Long-Term Potentiaion
(LTP) in glutamatergic synapses of the hippocampus. Its modulation by pre- and postsynaptic
compounds is studied as well as the synergism of their combinations and the influence of
experimental induction protocols. The second application addresses the issue of neuronal
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Abstract

hyperexcitability and mesial temporal lobe epilepsy (MTLE), based on simulators reproducing
different experimental models, and allowing to study the effects of anti-epileptic drugs. The
action of compounds on neuronal hyperexcitability obtained in an in vitro configuration called
Low-Mg is modeled and simulated; and alterations of GABAergic transmission, observed in
an in vivo model of epilepsy were studied. The third application is devoted to the muscarinic
modulation of hippocampal activity. In particular, a model of the mechanisms pacemaking
théta rhythm, including microcircuits of the CA1 area, medial septum and septo-hippocampal
pathway is proposed, and the effects of compounds acting on muscarinic receptors on these
readouts is simulated.

Keywords: Systems biology, multiscale modeling and simulation, hippocampus, CAl area,
synaptic transmission, glutamate, GABA, acetylcholine, NMDA receptor, Long-Term Poten-
tiation, hyperexcitability, mesial temporal lobe epilepsy, anti-epileptic drugs, muscarinic
receptors, théta rhythm, medial septum, septo-hippocampal pathway.
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Présentation de Rhenovia Pharma

1 Rhenovia Pharma est une jeune société de biotechnologie, fondée le 3 mai 2007 par une
équipe internationale engagée dans la recherche de nouvelles solutions pour traiter les ma-
ladies du systeme nerveux, plus particulierement la maladie d’Alzheimer. L'équipe de Rhe-
novia Pharma a développé et mis en ceuvre une technologie unique au monde permettant
d’intégrer les données issues des neurosciences dans des plateformes de biosimulation in
silico.

Les difficultés a répondre aux besoins médicaux dans le domaine du systéme nerveux, no-
tamment pour la maladie d’Alzheimer, sont indiscutablement liées a I’extréme complexité de
la maladie, ainsi qu’aux aspects multifactoriels et dynamiques des processus physiopatholo-
giques. Pour ces raisons, I'efficacité de 'approche classique de découverte de médicaments,
utilisée par la plupart des entreprises pharmaceutiques, est limitée pour résoudre les multiples
facettes de ces maladies. Le processus intégratif de modélisation mathématique permet la
génération de modeles dynamiques intégrant des mécanismes détaillés.

Le travail mené par les équipes de Rhenovia Pharma consiste a réaliser une bibliotheque de
modeles fonctionnels, aussi appelés modeles élémentaires, des réactions biochimiques qui
ont lieu dans les cellules nerveuses, et a les assembler afin d’obtenir un systéme mimant le
plus finement possible les mécanismes de la propagation et du traitement du signal au sein
des synapses, des neurones et de réseaux de neurones. Les travaux menés jusqu’a mainte-
nant ont permis de modéliser les mécanismes essentiels et de reconstituer le comportement
des synapses glutamatergiques, GABAergiques et dopaminergiques. Rhenovia Pharma est
aujourd’hui capable de poser les bases d'un modele numérique décrivant la communication
synaptique, la physiologie neuronale et le comportement de populations de neurones, pour
mener des études fondamentales ou appliquées a la découverte de molécules, et accélérer le
processus de recherche et développement en pharmacologie.

Ainsi, la vocation de Rhenovia Pharma est d’utiliser ces technologies innovantes dans le
domaine des neurosciences, en intégrant la complexité des systemes biologiques, dans le
but de promouvoir la découverte de nouveaux médicaments, permettant le traitement de
pathologies du systéme nerveux.

1. Cette section emprunte des éléments au préambule du manuscrit de la thése de Renaud Greget, réalisée
précédemment dans I'entreprise (Greget, 2011).



Présentation de Rhenovia Pharma

Un objectif est d’augmenter la prédictibilité des tests précliniques effectués sur les animaux,
et donc de permettre une réduction notable du nombre d’animaux utilisés. Un autre objectif
est d’établir des modeles translationnels permettant d’extrapoler les résultats numériques a
I’'Homme, et de réduire le taux d’attrition des nouveaux candidats pharmacologiques en phase
clinique. En effet, de nombreuses limitations chez les modéles animausx, telles que la différence
d’organisation du cerveau, 'absence de certains génotypes, phénotypes et comportements,
les différences d’affinité et d’efficacité des composés pour certains récepteurs entre I’humain
et’animal, ainsi que de possibles interférences pharmacodynamiques liées a la comédication,
expliquent en partie le taux d’échec élevé du processus de développement d’'un nouveau
médicament.

Le processus de découverte de nouveaux médicaments

Pour I'industrie du médicament, la capacité a mettre au point des molécules innovantes est
le principal critere de réussite. Or, la recherche de nouveaux médicaments est un processus
long et coliteux. La mise au point d'un nouveau médicament prend entre 15 a 20 ans et se
décompose en trois étapes majeures : 'isolement de la molécule, I'étude préclinique et I'étude
clinique (Figure 0.1).

a) Isolement de la molécule. Les laboratoires pharmaceutiques identifient de nouvelles mo-
lécules a tester par synthese chimique (chimie combinatoire), par extraction a partir d'une
source naturelle, ou bien par ingénierie biotechnologique. Une fois ces nouvelles molécules
obtenues, la méthode de recherche habituelle dite de criblage (screening) est appliquée, consis-
tant a tester ces molécules et leurs analogues sur les cibles biologiques connues dans des
cellules isolées. L'objectif est alors de repérer celles qui présentent des propriétés intéres-
santes, c’est-a-dire d’isoler les principes actifs qui auront un effet curatif. La mise en ceuvre du
screening est lourde, et son rendement est faible. Ainsi, sur 100 000 molécules criblées, seule
une centaine d’entre elles sera retenue pour les tests précliniques chez I’animal. Cette phase
de recherche initiale est évaluée a une durée de deux a trois ans en moyenne.

Drug discovery and development process

Target

. Assays ’ Lead
dlscqvery and HTS Hit to lead optimization IND
Early stage i Clinical development NCE
research and
development approval

| Il Il

discovery

Figure 0.1 — Processus de recherche et de développement de nouveaux médicaments, d’apres Brady
etal. (2009).



b) Etudes précliniques. 11 s’agit successivement d’identifier, de cribler, de sélectionner puis
d’optimiser les quelques molécules qui présenteront le meilleur potentiel de développement
aussi bien en terme d’efficacité qu’en terme de tolérance. Cette phase de recherche porte le
nom d’études précliniques (Drug Discovery (DD)) et dure généralement deux a trois ans. A
la fin de ce processus, la molécule sera admise a passer en étude chez ’homme. Les études
précliniques sont conduites a I’aide de robots et de cultures de tissus et permettent ainsi de
réduire considérablement I'utilisation d’animaux de laboratoire. A ce stade, il est vérifié que la
molécule n'est pas cancérogene, mutagene ou tératogene et qu’elle ne provoque pas d’autres
effets toxiques inacceptables. Les procédés industriels de fabrication sont mis au point a ce
stade de développement. Cette phase s’effectue dans des unités de recherche (synthese et
extraction, screening et essais pharmacologiques, essais de toxicité et de sécurité, dosage,
formulation et stabilité). Les études précliniques sont nécessaires avant toute étape de test
sur 'homme, car il s’agit de déterminer le degré de tolérance au médicament, la dose et les
modes d’administration, ainsi que les données d’efficacité et de toxicité de base. Les tests
précliniques sont de trois formes :

— La pharmacologie expérimentale : des essais d’efficacité sont réalisés sur des systémes
moléculaires inertes, sur des cultures cellulaires puis finalement sur 'animal. Ces tests
visent a définir le profil des composés sélectionnés lors du screening dans ses aspects
pharmacodynamiques (mode d’action, relation dose-effet) et pharmacocinétiques
(admission et transformation du composé dans I’organisme).

- La toxicologie : ces études évaluent les risques d’effets secondaires des futurs médica-
ments. Elles ont pour but de s’assurer de I'innocuité de la molécule et d’analyser ses
effets toxiques sur I'organisme. Soumises aux dispositions de la directive européenne
75/318, elles prennent en compte la toxicité aigué et chronique du produit. Réalisés sur
des mammiferes rongeurs et non-rongeurs, ces tests s'intéressent aux effets tératogenes,
mutageénes et cancérogenes du candidat-médicament.

— La pharmacocinétique et le métabolisme du composé : ces études portent sur des
propriétés pharmaceutiques de la molécule telles que I'absorption, le métabolisme, la
distribution, I’élimination du produit dans I'organisme.

Le développement préclinique s’étend généralement sur deux a trois années. Si les résultats
de ces études sont positifs, le médicament entre en phase d’essais cliniques sur '’homme.
Les affaires du Stalinon, de la Thalidomide, du Distilbéne et plus récemment du Mediator,
médicaments dangereux, dont I'évaluation initiale et la surveillance n’ont pas été assez strictes,
ont fait prendre conscience des conséquences sanitaires possibles des carences ou des fautes
des systemes de santé publique. Des procédures renforcées de mise sur le marché et de
pharmacovigilance ont ainsi été définies et mises en ceuvre.

c) Développement et études cliniques. La phase de développement (drug development) cor-
respond aux études cliniques chez '’homme, et dure huit ans en moyenne. Conformément
aux accords d’Helsinski de 1975, les études cliniques ne peuvent étre menées qu’'avec le
consentement éclairé et écrit des patients ou des volontaires sains. Les études dites de phase
I permettent d’établir la dose thérapeutique maximale administrable chez ’homme. Ces
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études sont menées chez des volontaires sains. Elles permettent d’évaluer les grandes lignes
du profil de tolérance du produit (évaluer la sécurité d’emploi du produit, son devenir dans
I'organisme, son seuil de tolérance ainsi que le déclenchement d’effets indésirables) et de son
activité pharmacologique. Les études suivantes de phase II ont pour objectif de déterminer
la dose thérapeutique et de démontrer I'effet thérapeutique attendu. Ces études sont aussi
menées chez un petit nombre de malades qui ne répondent plus a aucun traitement (dans le
cas des cancers par exemple). Il s’agit ici de définir la dose optimale, c’est-a-dire celle pour
laquelle I'effet thérapeutique est le meilleur pour le moins d’effets secondaires. Les études de
phase IIT incluent plusieurs milliers de patients pour vérifier statistiquement l'efficacité et la
tolérance de la molécule étudiée en comparaison aux traitements de référence ou au placebo.
Les précautions d’emploi et les risques d’interaction avec d’autres produits sont identifiés.
Ces essais sont aussi souvent effectués dans plusieurs zones géographiques, afin de prendre
en compte les caractéristiques de populations diverses. Les essais de phase IV ont lieu apres
que le médicament ait été mis sur le marché et permettent de tester son efficacité sur une
population encore plus large, pour d’éventuelles extensions de ses indications thérapeutiques.

Des difficultés de 'innovation thérapeutique

Le long processus de recherche et développement (R&D) prend entre 15 et 20 ans, ne laissant
que 5 a 10 ans pour rentabiliser I'investissement initial, avant expiration des brevets qui
passent alors dans le domaine publique. Ce processus est aussi extrémement risqué, et seule
une petite fraction des molécules candidates obtient une autorisation de mise sur le marché.
Ainsi, seulement 8 % des molécules entrant en phase I sont finalement commercialisées (Kola
et Landis, 2004). Ce taux d’attrition particulierement élevé est di entre autres aux limites
de la prédictibilité des modeles animaux d’'une part et 2 une compréhension incompléte de
la physiologie et des pathologies du cerveau humain d’autre part. Le contexte économique
actuel ne favorise pas la rentabilité et la sécurité du processus, et les médicaments doivent
renouveler les preuves de leur efficacité, sous peine de ne pas faire I'objet de remboursement
par I'assurance maladie.

Un nombre grandissant d’analyses montrent que la R&D de nouveaux candidats-médicaments
connaissent un taux de succes inadéquat par rapport aux moyens mis en ceuvre en général,
particulierement dans le domaine des maladies du systeme nerveux central (SNC) (Hopkins,
2008; Munos, 2010; Grabowski, 2004; Kaitin, 2010). En effet, alors que le cotit de R&D a doublé
entre 1998 et 2008, le nombre de nouvelles molécules introduites sur le marché a diminué
de plus de moitié, démontrant clairement I'efficacité limitée de la stratégie employée par
les groupes pharmaceutiques (Figure 0.2). D’autre part, 'expiration rapide des brevets ex-
posent leurs détenteurs a la commercialisation de médicaments génériques concurrents, et les
obligent a trouver des solutions pour amortir leurs investissements. Il en résulte un désenga-
gement d'une partie de 'industrie dans la recherche de molécules innovantes appliquées aux
pathologies du systeme nerveux, et une diminution manifeste du nombre de médicaments
mis sur le marché ces derniéres années pour ces indications (Hughes, 2008; Mullard, 2015).



Comme le souligne par exemple Bennani (2012), 'industrie pharmaceutique a un besoin
urgent de mobiliser de nouvelles approches pour dynamiser son innovation, en intégrant les
outils issus des nouvelles technologies telles que les approches de pharmacologie quantitative
(Allerheiligen, 2010) ou les techniques de modélisation et de simulation (Grasela et Slusser,
2010; Robinson et Sethuraman, 2010). La mise en ceuvre de ressources institutionnelles est
aussi un aspect important pour la durabilité de cet écosystéme (Brady et al., 2009).

C’est dans ce contexte et pour faire face a ces enjeux majeurs que Rhenovia Pharma trouve
ses origines. Constituée autour d'une équipe pluridisciplinaire, I'entreprise met les expertises
de ses biologistes, physiciens, mathématiciens et informaticiens au service de la recherche
et de la découverte de nouveaux traitements des maladies du systéeme nerveux. Lapproche
consiste a étudier les mécanismes d’action des molécules thérapeutiques, en tenant compte
de leurs différentes cibles, et a modéliser leurs effets sur la fonction cérébrale, afin d’optimiser
leurs propriétés chimiques, d’augmenter leur efficacité et d’en réduire les effets secondaires.
Lobjectif de Rhenovia Pharma est le développement rationnel de nouveaux médicaments
(éventuellement des combinaisons de molécules) interagissant avec les différents mécanismes
de ces maladies complexes et souvent multifactorielles. En tirant parti des formidables dé-
veloppements des technologies informatiques, et en intégrant les connaissances issues des
neurosciences dans des modeles mathématiques complexes ; Rhenovia Pharma congoit les
technologies permettant de relever les nombreux défis scientifiques, industriels, économiques
et sociaux que posent les pathologies du systéme nerveux, en particulier les maladies neuro-

dégénératives.
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Figure 0.2 - Comparaison entre les dépenses R&D de I'industrie pharmaceutique (courbe rouge) et le
nombre de médicaments (points noirs) mis sur le marché entre 1993 et 2008, d’apres Kaitin (2010).






Introduction générale

« Tout ce qui existe dans l'univers est le fruit du hasard et de la nécessité. »
Démocrite.

Que 'on soit ou non scientifique, on ne peut qu’étre saisi par le raffinement, la diversité et la
beauté du vivant dans la nature. Chef d’ceuvre de I'évolution, le systéme nerveux témoigne du
formidable degré d’adaptation des espéces animales : il les dote de la capacité de percevoir
I'environnement, de se représenter le monde pour assurer la programmation et la coordination
d’actions complexes qui sont autant de stratégies de survie.

Les neurosciences représentent I’ensemble des disciplines scientifiques tentant de résoudre
les nombreuses questions associées au fonctionnement du systéme nerveux. Elles suscitent
de nombreux espoirs, dont celui de dégager les principes fondateurs, d’identifier les substrats
biologiques de la conscience, de la cognition, des sentiments et de la douleur, mais aussi
celui de comprendre et de vaincre les maladies neurodégénératives. Aux permanents progres
des connaissances et des technologies se sont opposés - et s’opposent toujours - I'indicible
complexité du cerveau, dont le fonctionnement s’'integre dans des échelles d’espace et de
temps multiples, rendant I'appréhension intellectuelle des phénomenes et le dégagement de
principes, difficiles, voire impossibles. Aussi, les maladies neurologiques, qui font suite a des
altérations de ces mécanismes complexes, touchent une fraction croissante de la population.
La plupart d’entre elles ne connaissent pas de traitement véritablement efficace pour enrayer
leur causes, en particulier les maladies neurodégénératives qui constituent un fléau sur le
plan social, et un défi sur le plan médical et scientifique.

Malgré tout, le développement d’outils informatiques puissants nourrit I'espoir de pouvoir
appréhender cette complexité dans un futur proche; et ces dernieres décennies ont vu émer-
ger les approches de biologie intégrative, et ’ensemble des disciplines des neurosciences
computationnelles.

Les neurosciences computationnelles abordent les questions relatives au cerveau en termes
de systémes de traitement du signal, et s’efforcent de formaliser les fonctions des neurones, en
utilisant des modeéles mathématiques et informatiques, qui intégrent les sous-systémes et les
signaux électrophysiologiques et biochimiques qui les connectent entre eux. Par essence, les
neurosciences computationnelles sont pluridisciplinaires et tirent parti des savoirs mathéma-
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tiques et des outils informatiques pour intégrer les résultats expérimentaux de la neurobiologie,
de la pharmacologie et de la médecine. Les objectifs peuvent étre de synthétiser des systemes
imitant les fonctions cognitives, d’oli peuvent émerger des formes d’intelligence artificielle,
ou bien de formaliser les mécanismes sous-jacents afin d’en comprendre les principes fonc-
tionnels. C’est dans cette deuxiéme perspective que s’'inscrivent mes travaux de these résumés
ici, dont I'objet est de constituer un ensemble de modeles permettant de représenter certains
aspects du fonctionnement des synapses et des neurones, de simuler les altérations associées
a certaines pathologies, afin de comprendre et d’identifier les modes d’actions de compo-
sés pharmacologiques. Ces modeles tentent de reproduire les principales caractéristiques
fonctionnelles des systémes étudiés, et compte tenu de leur complexité, doivent représenter
diverses échelles spatiales et temporelles, couvrant la dynamique des neurotransmetteurs
et de leurs récepteurs, les canaux ioniques et les variations électriques intracellulaires, la
plasticité synaptique, les phénomeénes de synchronisation dans les populations de neurones,
I'évolution structurelle du cerveau, etc.. A partir d’'une bibliothéque de modeles validés a
différents niveaux, on développe des simulateurs qui permettent d’effectuer une multitude
d’expérimentations numériques (in silico), dans lesquelles on peut faire varier de nombreux
parametres et analyser des observables difficilement accessibles expérimentalement.

Ainsi, mes travaux ont consisté en parallele au développement des techniques de modélisation
et de simulation, et a leur mise en ceuvre par I'implémentation de plateformes de simulation,
dans le cadre de projets menés par |’entreprise.

Dans sa premiere partie, ce manuscrit effectue la revue bibliographique et présente le contexte
biologique des études : la structure, les types cellulaires, la connectivité et la transmission
synaptique, ainsi que la modulation cholinergique de 'activité hippocampique y sont abordés
en particulier (chapitre 1).

La deuxiéme partie décline les différentes méthodes et techniques mises en ceuvre (chapitre 2),
et présente les modeles principaux qui ont été développés a I’échelle synaptique, neuronale
et des réseaux hippocampiques (chapitres 3 et 4). Une attention particuliere est portée a la
description des éléments de validation des modeles utilisés dans les projets applicatifs de la
partie suivante.

Enfin, la troisieme partie est consacrée a la présentation des travaux et des résultats produits
lors de trois projets successifs, ayants pour socle commun la modélisation de neurones de
I'hippocampe, et comme fil conducteur 'intégration de la complexité a I'échelle de la synapse,
du neurone et du réseau de neurones. Le premier projet étudie les mécanismes de la mo-
dulation pharmacologique de la plasticité synaptique, (chapitre 5). Sur la base d'un modele
de synapse intégrant les compartiments pré- et postsynaptiques, ainsi que les mécanismes
d’induction de la potentialisation a long terme ou Long-Term Potentiation (LTP), 'effet de
deux composés et le synergisme de leurs combinaisons a différentes concentrations est évalué.
Le second projet traite des phénomenes liés a I'hyperexcitabilité neuronale et a I'épilepsie
(chapitre 6). Des configurations de modeéles reproduisant les situations expérimentales in



vitro et in vivoy sont décrites, et les résultats portent sur les modifications synaptiques et
cellulaires sous-tendant les altérations de la pathologie et les modes d’action de médicaments
antiépileptiques (MAE). Enfin, le troisieme projet aborde la question de la modulation mus-
carinique de I'activité hippocampique (chapitre 7). Les modeles développés a I’échelle des
microcircuits hippocampiques sont alors mis en ceuvre pour reproduire les caractéristiques
fréquentielles de leur activité observée dans des expérimentations in vitro et in vivo. En par-
ticulier, 'interaction entre le septum médian et I’hippocampe responsable de I’émergence
du rythme théta hippocampique est modélisée, et les effets de composés agissant sur les
récepteurs muscariniques (mAChr) sont étudiés en simulation.

En synthese, ces travaux ont permis de renforcer les méthodes et techniques utilisées par
I'entreprise, d’enrichir la base de modeles disponibles, et d’étudier I'effet de composés phar-
macologiques sur différents phénomenes impliqués dans les pathologies du systéme nerveux.
Ils visent a montrer :

i) que les résultats de la pharmacologie et de la biologie systémique peuvent étre utilisés
pour développer des modeles fonctionnels simulant les interactions entre des molécules
et la diversité des agents biochimiques participant au traitement du signal neuronal :
récepteurs de neurotransmetteurs, canaux ioniques, transporteurs, enzymes, messagers
secondaires, etc.;

ii) que les données d’électrophysiologie caractérisant I'activité de différents types de neu-
rones peuvent étre utilisées pour développer et valider des modeles fonctionnels simulant
leur comportement de maniere réaliste ;

iii) que ces modeles peuvent étre intégrés depuis I’échelle moléculaire jusqu’a 1'échelle
des microcircuits pour aboutir a des simulateurs qui permettent d’étudier in silico les
conséquences fonctionnelles des modifications biochimiques induites par I'action des
composés pharmacologiques sur I'activité de populations de neurones;

iv) que la validation incrémentale de ces différents modeles permet d’aboutir a des modeles
prédictifs du comportement des neurones dans les conditions expérimentales, des altéra-
tions induites par des pathologies, et des effets de composés pharmacologiques dans de
multiples configurations;

c’est a dire qu’on peut mettre en ceuvre des outils de modélisation et de simulation pour déve-
lopper une approche-systeme de I’étude des entités biologiques constitutives des mécanismes
neuronaux, afin de mieux comprendre leur fonctionnement et de promouvoir une ingénierie
rationalisée de médicaments.
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Systéeme nerveux et hippocampe

On ne peut qu’étre émerveillé par la complexité des structures biologiques, ou des cellules,
toutes descendantes d'une méme cellule-mere, et possédant la méme information génétique,
se différencient et se spécialisent a 'extréme pour accomplir une vaste gamme de fonctions.
Le point d’orgue de cette complexité et de cette spécialisation se produit certainement dans
le cerveau, dont les mystéres n'ont sans doute pas fini d’attiser notre curiosité d’humain
et de scientifique. Il n'est pas ici question de présenter de maniere compléte les différents
aspects de la neurophysiologie humaine, mais il semble tout de méme nécessaire d’exposer
les contours de I'étude, afin que le lecteur puisse situer son objet. Il pourra épancher sa soif de
connaissances dans le domaine avec I'un des ouvrages de référence tels que Purves (2001);
Bear et al. (2007); Kandel et al. (2012).

1.1 Lesysteme nerveux: vue d’ensemble

Le systeme nerveux est le centre de controle de I'organisme. Il assure I'ensemble des fonctions
permettant de percevoir I'environnement, de traiter, de stocker les informations sensorielles
provenant de différents récepteurs périphériques, puis de produire et de controler une ré-
ponse adaptée. Anatomiquement, on distingue le systéme nerveux central (SNC) composé
du cerveau et de la moelle épiniére, et le systéme nerveux périphérique (SNP), constitué de
I’ensemble des nerfs véhiculant I'information entre le systeme nerveux central (SNC) et le
reste du corps.

Le systéme nerveux central est une structure bilatérale et symétrique, comprenant 7 parties
principales, qui sont (de bas en haut) : la moelle épiniere, la moelle allongée (medulla oblon-
gata), le pont, le cervelet, le mésencéphale, le diencéphale et les hémisphéres cérébraux (ou
télencéphale) (Figure 1.1A).

1. Lamoelle épiniere recueille et traite les informations sensorielles, et envoie les informa-
tions motrices vers les organes, relayées par le SNP.

2. Lamoelle allongée comprend différents centres de controle de fonctions autonomes,
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telles que la digestion, la respiration, et le rythme cardiaque.

3. Le pont véhicule des informations sur le mouvement, provenant des hémispheres
cérébraux et allant vers le cervelet.

4. Le cervelet, connecté au tronc cérébral (moelle allongée, pont et mésencéphale), module
la précision des mouvements et est impliqué dans I’équilibre.

5. Le mésencéphale controle des fonctions sensorielles et motrices, telles que le mouve-
ment des yeux et la coordination de réflexes visuels et auditifs.

6. Le diencéphale est composé de deux structures importantes : le thalamus, qui traite la
plupart des informations en transit entre le cortex et le reste du SNC, et I'hypothalamus,
qui régule des fonctions autonomes, endocrines, et viscérales.

7. Le télencéphale est constitué du cortex cérébral, la couche circonvoluée la plus externe,
et de trois structures sous-corticales : les noyaux de la base (striatum, pallidum, noyau
sous-thalamique et substance noire), I'hippocampe, et les noyaux amygdaliens. Les
noyaux de la base participent au controle moteur, I’hippocampe assure 'encodage
de la mémoire, et les noyaux amygdaliens coordonnent les réponses autonomes et
endocrines associées aux états émotionnels.

Les hémispheres cérébraux sont grossierement divisés en quatre lobes, séparés par des sillons
(Figure 1.1B), et communiquant entre eux par des commissures (faisceaux d’axones), dont la
principale est appelée le corps calleux (Figure 1.1A). On associe classiquement ces lobes aux
fonctions suivantes :

— le lobe frontal est associé a la pensée rationnelle, a la résolution de problémes, a la
planification, a certains aspects du langage (e.g. aire de Broca), du comportement
émotionnel et au mouvement (cortex moteur) ;

— le lobe pariétal est impliqué dans la perception des stimuli du toucher, de la pression,
de la température et de douleur;

— lelobe occipital est associé a la vision;

— lelobe temporal est responsable de la perception et la reconnaissance des informations
auditives (e.g. aire de Wernicke), et est associé aux processus d’apprentissage et de
mémoire.

Ces quatre lobes sont souvent subdivisés en aires, dont les frontiéres sont déterminées par des
limites anatomiques (sillons, fissures, gyrus), ou fonctionnelles. Par exemple, le lobe frontal
se compose du cortex préfrontal, associé a la résolution de problémes, du cortex prémoteur
qui coordonne les mouvements, et du cortex moteur primaire qui controle leur exécution.
Ces subdivisions successives se poursuivent a mesure que I’on se concentre sur des fonctions
de plus en plus spécialisées, et c’est sur le lobe temporal, impliqué dans 'apprentissage et la
mémoire, et plus particulierement sur 'hippocampe que nous allons porter notre attention.
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1.2. Hippocampe : présentation générale
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Figure 1.1 - Représentations schématiques des principales subdivisions anatomiques du systeme
nerveux central (A) d’apres Kandel et al. (2012) et des lobes des hémispheres cérébraux (vue latérale de
I'hémisphere gauche, domaine public) (B).

1.2 Hippocampe : présentation générale

Anatomiquement, on identifie 'hippocampe ou ses analogues chez la plupart des vertébrés,
en particulier chez les mammiferes, ol il forme avec les régions corticales associées la base
du lobe temporal le long des ventricules latéraux. Il joue un role central dans les processus
de mémorisation, et I'implication de 'hippocampe dans la mémoire spatiale a été particu-
lierement étudiée chez les rongeurs. La découverte de certains de ses aspects fonctionnels,
comme les cellules de lieu, formant des cartes cognitives de I'espace (O’Keefe et Dostrovsky,
1971; O’Keefe, 1976; O’Keefe et Nadel, 1978; Ekstrom et al., 2003), ou le codage temporel de
I'information relative a la phase du rythme théta (O’Keefe et Recce, 1993; Hasselmo, 2005), a
valu a John O’Keefe, May-Britt Moser et Edvard I. Moser le prix Nobel de médecine en 2014.

Les premiéres données importantes concernant la fonction de ’hippocampe chez I'étre
humain ont été obtenues grace a 'observation de patients ayant subi des lésions du cortex
hippocampique. Le premier et trés étudié cas montrant les effets de la résection bilatérale
de portions du lobe temporal remonte aux années cinquante et a 'histoire du patient Henry
Gustav Molaison (H.M.). Souffrant d’'une épilepsie temporale bilatérale incurable depuis plus
de 10 ans, H.M. subit a 27 ans une résection chirurgicale de portions des lobes temporaux
incluant I'hippocampe, permettant un meilleur contrdle de ses crises, mais le laissant avec
un handicapant déficit de mémoire. Son amnésie était spécifique, dans la mesure ot H.M.
conservait une mémoire a court terme normale, couvrant quelques secondes ou minutes. Il
se souvenait aussi correctement des événements précédant I'intervention, y compris de son
enfance; et son quotient intellectuel (QI), plutdt dans une moyenne haute, était intact. Il était
cependant incapable de retenir toute information nouvelle pendant plus de quelques minutes,
c’est a dire de convertir sa mémoire a court terme en souvenirs a long terme. Des patients ayant
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subi des 1ésions similaires, ainsi que des études sur les animaux, ont permis de confirmer et
d’affiner le role de 'hippocampe et des structures associées dans le processus de mémorisation.
Il apparait que ces régions traitent la mémoire déclarative (ou explicite), c’est a dire des
souvenirs de faits ou d’événements pouvant étre consciemment et explicitement rapportés,
par opposition a la mémoire procédurale (ou implicite), dépendant d’autres structures. Il
est communément admis que 'hippocampe est central dans la formation de cette mémoire
déclarative, mais qu’il n’en est pas le lieu du stockage, agissant plut6t comme un détecteur
de la nouveauté des stimuli (Vinogradova, 2001). Les signaux issus des cortex associatifs
polymodaux, synthétisant les informations visuelles, auditives et somatiques, seraient traités
par les cortex parahippocampiques et périrhinaux, relayés vers le cortex entorhinal (CE), d’ou
ils effectueraient une boucle dans I'hippocampe puis le subiculum avant d’étre réintégrés
dans le CE (section 1.5). De plus, il semble exister une certaine spécificité hémisphérique des
hippocampes, o1 la mémoire sémantique seraient préférentiellement traitée dans un lobe
temporal (généralement le gauche), et la mémoire visuelle dans I'autre (Frisk et Milner, 1990;
Smith et Milner, 1989).

Lhippocampe est I'une des structures les plus étudiées du cerveau. Son organisation et son
fonctionnement ont été examinés a différents niveaux dans le but de comprendre les bases
neurobiologiques de I'apprentissage et de la mémoire. Le savoir accumulé sur son anatomie,
sa physiologie et ses fonctions fournissent un riche corpus d’informations, offrant I'opportu-
nité de modéliser les différents aspects du traitement du signal qui s’y opére. En tant qu’objet
de la neurobiologie depuis des décennies, I'étude de ’hippocampe a aussi permis d’isoler
les caractéristiques élémentaires des synapses, neurones et microcircuits. Cette importance
fonctionnelle dans les processus cognitifs et son réle central dans de nombreuses pathologies
justifient pourquoi ’hippocampe a été au centre de la recherche en neurobiologie. Une autre
raison réside dans les possibilités expérimentales d’identifier facilement ’hippocampe pour
des enregistrements in vivo et de l'isoler pour des expérimentations in vitro. Enfin, 'attrait
des scientifiques pour cette structure repose aussi sur la relative simplicité de sa cytoarchi-
tecture et de sa connectivité, qui I'apparente a un systeme cortical simplifié. Pour autant,
notre compréhension des cellules constituantes, de leur connectivité et de leurs propriétés
biophysiques et neurochimiques, reste parcellaire et sujette a une continuelle évolution. Plus
encore, l'identification des propriétés émergentes de ce systeme, des concepts computation-
nels constituant le traitement du signal neuronal, et de leur impact sur la cognition et le
comportement conservent une grande part de mystere.

1.3 Situation anatomique

Chez les mammiferes supérieurs, ’hippocampe est une petite structure sous-corticale en-
roulée sur elle-méme, occupant la face médiane du lobe temporal (Figure 1.2). On appelle
formation hippocampique, la structure composée de I'hippocampe et des structures parahip-
pocampiques que sont le cortex entorhinal (CE) et le subiculum (Figure 1.3), et qui peuvent
respectivement étre vus comme les voies d’entrée et de sortie de ’hippocampe. Attaché a la
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face dorsale de 'hippocampe se trouve un ruban épais de fibres, la fimbria de 'hippocampe,
qui constitue le fornix et se termine au niveau du corps mamillaire. Connectées a 'amygdale,
au septum et au thalamus, ces structures constituent les éléments principaux du systeme
limbique, jouant un role fondamental dans I’apprentissage et les émotions.

1.4 Structure

Lhippocampe proprement dit est formé de deux ensembles cellulaires principaux, en forme
de « U » inversés, qui s'imbriquent I'un dans I'autre : 'un comprend les cellules granulaires
(CG) qui forment le gyrus denté (GD), et I'autre les cellules pyramidales (PC) qui constituent la
corne d’Ammon (CA).

Sur la base de différences morphologiques et de ses connexions synaptiques, la corne d’Am-
mon a été subdivisée en quatre sous-parties, CAl a CA4 (Lorente de N6, 1934), dont CAl et
CA3 sont les plus étendues et les plus importantes sur le plan fonctionnel (Figure 1.3A). Les cel-
lules principales de ces aires sont des neurones glutamatergiques de type pyramidal (cellules
pyramidales (PC)). Dans CA3, ces cellules sont plus grosses et plus densément interconnectées
entre elles (collatérales récurrentes) que dans CAl (Amaral et Witter, 1995). D’autre part, la
CA est divisée en différentes couches ou strates (Figure 1.3B) : (i) le stratum oriens (s.0.) qui
contient les dendrites basales des PC, (ii) le stratum pyramidale (s.p.), ou couche pyramidale
qui contient les corps cellulaires des PC, (iii) le stratum lucidum (s.l.) (uniquement dans CA3),
qui contient les fibres moussues (axones des cellules granulaires), (iv) le stratum radiatum

Figure 1.2 - Situation anatomique de 'hippocampe chez ’humain. D’apres I'image « hippocampus »
générée par Life Science Databases (http://lifesciencedb.jp/) sous licence CC-BY-SA-2.1-jp.
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(s.r) contenant les segments proximaux et moyens des dendrites apicales des PC, et (v) le
stratum lacunosum moleculare (s.l-m), qui contient les dendrites apicales distales des PC.
Ces différentes couches contiennent également de nombreux interneurones (IN) qui sont
distribués au sein de celles-ci.

On distingue 3 couches dans le gyrus denté : le stratum granulosum, contenant les corps
cellulaires des cellules granulaires, la couche moléculaire, formée par les dendrites apicales
des cellules granulaires et leurs afférences, et enfin la couche polymorphique, formée par
les segments initiaux des axones des cellules granulaires, a 1'origine des fibres moussues
(Figure 1.3B).

Le subiculum correspond a la partie la plus inférieure de la formation hippocampique, située
chez 'homme au dessous de I'uncuns du lobe temporal (Figure 1.3C). On y distingue la
couche moléculaire, la plus superficielle, la couche pyramidale composée des corps cellulaires
des cellules principales, ainsi qu'une fine couche, le stratum oriens. Il forme une boucle
récurrente avec le CE, mais recoit principalement des afférences de CA1l, et constitue une
voie de sortie de I'hippocampe. Via le fornix, le subiculum innerve les corps mamillaires, les
noyaux thalamiques, 'amygdale, ainsi que le septum, le noyau accumbens (NAc) et le cortex
préfrontal (CPF) (Groenewegen et al., 1987).

Le cortex entorhinal (CE) se situe dans le lobe temporal interne, entre I'hippocampe et la
scissure rhinale. On y décrit 6 couches, dont les plus superficielles (I a ITI) constituent le cortex
entorhinal latéral, et les plus profondes (IV a VI) constituent le cortex entorhinal médian. Le
CE est connecté a ’hippocampe par les efférences excitatrices de la voie temporoammonique
(directe vers la CA) et de la voie perforante (VP) (indirecte via le GD), et par des afférences
hippocampiques, formant le circuit polysynaptique (cf. sous-section 1.5.1). Faisant transiter
les informations entre les cortex et 'hippocampe, le CE joue un rdle crucial dans le traitement
des informations spatiales.

1.5 Connectivité

Les différentes structures associées a la formation hippocampique communiquent entre elles
selon un haut degré d’organisation. Plus d'un siécle apres les premieres descriptions de Ramén
y Cajal (Ramoén y Cajal, 1909), la recherche a fait émerger une image de plus en plus complexe
de la connectivité de cette structure (Cutsuridis et al., 2010b).

1.5.1 Le circuit polysynaptique

11 a été observé trées tot que 'hippocampe était composé d’entités fonctionnelles relativement
indépendantes, formant des lamelles perpendiculaires a son axe principal (Andersen et al.,
1971) (Figure 1.3C). Bien que cette organisation lamellaire ne soit que partielle (des connexions
longitudinales existent et jouent un réle notoire), elle donne a I'hippocampe la particularité
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Figure 1.3 - Structure de I'hippocampe. A - Coupe frontale d'un cerveau de Macaca mulatta en co-
loration de Weil, d’apres Mikula et al. (2008). La structure hippocampique, cadre rouge, est agrandie
et permet la visualisation des différentes aires. B - Structure interne de 1 "’hippocampe, illustrant les
différents aires et couches, en plan de coupe, d’apres Toni (2000). C - Organisation lamellaire de la
formation hippocampique, d’apres Zigmond et al. (1998). GD : gyrus denté, CA : corne d’Ammon, CE:
cortex entorhinal, pp : voie perforante, sm ou I-m : stratum moleculare, sg : stratum granulosum, mf :
fibres moussues, so : stratum oriens, sp : stratum pyramidale, st : stratum radiatum, sc : collatérales de

Schaffer, SUB : subiculum, H : hile. 19
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de pouvoir étre relativement facilement étudié, en tranche dans des préparations in vitro. De
plus, 'hippocampe est caractérisé par une boucle anatomique portant un flux unidirectionnel
d’information, appelée voie trisynaptique ou polysynaptique (Figure 1.4). En amont, les
projections de différentes aires du néocortex connectent les régions parahippocampiques
(cortex périrhinal et cortex postrhinal), qui interagissent avec les différentes couches du
CE. D’une part, les axones du CE (formant la VP) se projettent vers les différentes aires de
I'hippocampe. D’autre part, les axones des cellules granulaires (CG) : les fibres moussues,
contactent les PC de CA3 qui a leur tour, envoient des axones, appelés collatérales de Schaffer
(CS), atravers le stratum pyramidale vers I'aire CA1l (Szirmai et al., 2012). Ces derniers neurones
envoient leurs projections hors de 'hippocampe, vers le subiculum qui connecte en retour le
CE, fermant ainsi la boucle anatomique.

1.5.2 Afférences externes et efférences

En plus des afférences du CE, 'hippocampe recoit des projections de I’hippocampe contrala-
téral par les fibres commissurales de la fimbria, du septum médian exercant une modulation
cholinergique et GABAergique, et de différents sites du tronc cérébral, exercants une mo-
dulation monoaminergique, dont le noyau médian du raphé (serotoninergique), et le locus
coerulus (noradrénergique).

En sortie de I'hippocampe, les PC du subiculum concentrent leurs axones dans le fornix,
et se projettent dans d’autres aires du télencéphale et du diencéphale, telles que le noyau
accumbens (NAc), la formation réticulée, I'aire préoptique, le tronc cérébral ou le septum.
Une boucle anatomique majeure dans le controle des émotions, dite circuit de Papez, part du
subiculum pour contacter les corps mamillaires de '’hypothalamus, puis le thalamus, et la
circonvolution du cingulum avant de se fermer par une connexion vers le CE.

De part son organisation et sa connectivité, I’hippocampe joue assurément un role central
dans le traitement de 'information sensorielle, issue de diverses modalités, et dans le controle
des processus moteurs, cognitifs ou émotionnels qui en découlent. Pour autant, son fonc-
tionnement fin est régi par I'activité des cellules qui le composent, et son caractere adaptatif,
nécessaire a sa fonction de traitement de 'information, dépend des propriétés dynamiques
des cellules et des connexions qui s’établissent entre elles.
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Figure 1.4 — A - Connectivité intrahippocampique. Les afférences du cortex entorhinal (CE) connectent
le gyrus denté (GD) et la corne ’Ammon (CA) par la voie perforante (VP); les axones des cellules
granulaires du GD (fibres moussues) innervent également la région CA3; les collatérales des PC de CA3,
appelées collatérales de Schaffer (CS), innervent les PC de CAl ainsi que 'hippocampe controlatéral
par les fibres commissurales (FC) ; les cellules de CAl et CA3 innervent la région du subiculum (SUB)
en direction du cortex entorhinal. Autres abréviations : CA, corne d’Ammon ; PSUB, présubiculum;
PASUB, parasubiculum. B - Vue schématique de la connectivité hippocampique. Les informations du
neocortex transitent par les structures parahippocampiques (PHR), via le cortex perirhinal (PER) et
postrhinal (POR) et les cortex entorhinaux latéral (LEC) et médian (MEC), avant de converger dans les
neurones de 'hippocampe (HF), d’apres Cutsuridis et al. (2010b).

21



Chapitre 1. Systéme nerveux et hippocampe

1.6 Types et caractéristiques cellulaires

Les neurones, en tant qu'unités fonctionnelles de base du systeme nerveux, ont des propriétés
anatomiques et physiologiques spécifiques a chaque région du cerveau. Le role fonctionnel
de chaque neurone est dicté par sa morphologie et la topologie de ses connexions d'une part,
et par ses caractéristiques électrophysiologiques (passives et actives) qui régissent la maniere
dont I'intégration des signaux afférents y est effectuée d’autre part. La forme de la réponse
neuronale dépend des modes de décharge, spécifiques a chaque neurone, et est intimement
liée a ses propriétés intrinseques et aux entrées synaptiques dont il est la cible. Au fil des
années, il est devenu clair que ces propriétés ne sont pas homogenes a I'ensemble de la cellule.
En particulier, les dendrites ne sont pas de simples « antennes », intégrant passivement les
signaux entrants, et jouent au contraire un réle actif dans le traitement du signal a I'échelle
subcellulaire (Spruston et al., 1995). Ainsi, il est fondamental d’étudier et de comprendre le
comportement des neurones jusque dans leurs compartiments subcellulaires, et de mettre au
jour les caractéristiques des canaux ioniques qui forment la réponse électrophysiologique aux
entrées synaptiques. Le catalogage exhaustif des propriétés de 'ensemble des neurones
hippocampiques n’étant pas l'objet de ce manuscrit, et puisque les travaux présentés ici
s’articulent essentiellement autour de CAl, nous nous attacherons uniquement a décrire
les principales caractéristiques des neurones de cette aire.

L'hippocampe est constitué de différents types de neurones, que 'on distingue d’abord en
cellules principales (i.e. PC dans la CA et cellules granulaires dans le GD) et en interneurones
(IN). Les cellules principales constituent la majorité de la population neuronale (= 80 a
90 %) et ont des morphologies homogeénes, mais spécifiques a chaque aire. Ce sont des
neurones glutamatergiques (i.e. libérant du glutamate) excitateurs, considérés comme les
acteurs principaux des fonctions hippocampiques, qui projettent leurs axones collatéraux
vers d’autres aires. Les IN sont principalement des cellules GABAergiques (i.e. libérant de
I'acide y-aminobutyrique (GABA)) inhibitrices, caractérisées par une arborisation axonale
dense leur permettant de réguler et de coordonner I'activité d'un grand nombre de neurones
voisins. Bien qu’en minorité, il existe une grande variété de morphologies, et on les distingue
en plusieurs familles. Cette diversité suggere qu’ils jouent des roles variés dans la distribution
spatiotemporelle de I'activité des cellules principales.

1.6.1 Cellules principales

Les cellules principales de I'aire CA1 sont parmi les plus étudiées. Elles se caractérisent par
un soma de forme pyramidale, une large dendrite apicale, et plusieurs dendrites basales plus
petites situées dans le s.o. et se terminant sur ’alveus. La dendrite apicale forme quelques
dizaines de branches obliques dans le s.r. et se termine en une bifurcation, formant une touffe
dans le s.I-m. D’une longueur totale de plus de 10 mm, ’arbre dendritique d’'une PC de I'aire
CA1 est densément recouvert d’épines dendritiques, qui sont les compartiments postsynap-
tiques des synapses dites asymétriques, principalement glutamatergiques. Megias et al. (2001)
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ont estimé qu'une moyenne de 30 600 synapses asymétriques (i.e. formant un compartiment
postsynaptique morphologiquement et fonctionnellement différencié) convergeaient sur
chaque PC de CAl. La répartition de ces épines sur ces cellules n’est toutefois pas homogene,
et leur soma en est par exemple dépourvu. Un nombre moins important de synapses symé-
triques, principalement GABAergiques, se forment sur ces neurones (= 1 700). La plupart de
ces synapses sont localisées dans la zone périsomatique (= 40 %), qui est la cible privilégiée
des IN inhibiteurs locaux. Ces synapses ne forment donc généralement pas d’épine, excepté
dans le s.I-m, ou1 10 a 20 % des épines se sont révélées étre inhibitrices (Figure 1.5). Les axones
de ces neurones partent généralement de la base du soma, traversent le s.0., et convergent
dans 'alveus pour se diriger vers la fimbria, le fornix, le subiculum et le CE. L'arborisation
locale de ces axones est réduite, mais quelques boutons synaptiques peuvent se former dans le
s.o. et le s.r, fournissant des entrées excitatrices aux IN et alimentant des boucles d’inhibition
rétrograde.

Les PC de CA1 ont un potentiel de repos variant entre -64 mV et -84 mV, en fonction des prépa-
rations utilisées et des conditions de mesure (e.g. température), et une résistivité membranaire
spécifique (Ry,) typique de 27 kQ.cm? (Golding et al.,, 2005). Ces cellules sont caractérisées
par un rebond du potentiel de membrane lorsqu’on y applique un courant hyperpolarisant et
par une adaptation (i.e. diminution) de la fréquence des potentiels d’action (PA) lorsqu’on y
applique un courant dépolarisant continu. Les PA se développent normalement au niveau
du segment initial de I'axone (SIA), une zone différenciée a I'’extrémité du soma, et se rétro-
propagent dans les dendrites en fonction de I’activité, de telle sorte que le premier PA d'un
train atteindra plus facilement les dendrites distales que les suivants. Les canaux sodiques
voltage-dépendant (Nav) perméables a I'ion Na*, et les canaux potassiques voltage-dépendant
(Kv) perméables a I'ion K*, sont responsables respectivement de la dépolarisation et de la
repolarisation rapide des potentiels d’action. Ils se désensibilisent progressivement, ce qui a
pour effet d’empécher de longues phases de décharges a haute fréquence. Les canaux sodiques
voltage-dépendants (sous-unités Nav 1.1 et 1.2) sont exprimés de maniere homogene sur les
différents neurites, avec toutefois un pic dans la zone du SIA. Plusieurs types de canaux po-
tassiques voltage-dépendants sont exprimés sur les neurones de CAl, générant des courants
de type A (Kv4) et de type réctifieur a délai (Kvl, Kv2, Kv3). La densité de la conductance de
type A augmente avec la distance au soma le long de I’axe somatodendritique. Des canaux
potassiques activés par le calcium (KCa), c’est a dire dont I'’ouverture est conditionnée par
I'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?* ([Ca%*);), sont exprimés dans le
soma et les dendrites les plus proximales. Ils sont responsables de la phase d’hyperpolari-
sation qui suit une séquence de dépolarisation (post-hyperpolarisation (PHP)). Les canaux
potassiques de la famille des KCNQ génerent un courant hyperpolarisant particulier, appelé
courant-M (I1). Ces canaux, densément exprimés dans la zone périsomatique, y compris
dans le SIA, sont modulés par les récepteurs muscariniques, participent a 'adaptation de
la fréquence de décharge, et ont été associés a la résonance des neurones de CAl dans la
bande d’oscillation basse-fréquence théta (8, 3-12 Hz) (Hu et al., 2002). Des canaux calciques
voltage-dépendant (VDCC) sont aussi exprimés, principalement autour du soma, et dans
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les dendrites avec une densité décroissant avec la distance. Classés principalement selon
leur potentiel d’activation, les VDCC de type R, T et L sont les plus exprimés dans le soma
et les dendrites, et ceux du type N jouent aussi un réle dans la potentialisation synaptique
(Magee et al., 1998). Enfin, les canaux Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated
(HCN) responsables du courant-H (Iyg), ont une densité dendritique croissant avec la distance
au soma. Iy est un courant principalement entrant (i.e. dépolarisant, potentiel de réversion
(Erey) = -30 mV), activé par 'hyperpolarisation de la membrane (< -60 mV) ; il joue un réle
important dans I'intégration dendritique des signaux synaptiques (Magee, 1998).

Les cellules principales des aires CA3 et CA2 sont morphologiquement semblables a celles
du CA1. Dans CA3, elles différent toutefois par un soma plus volumineux et une surface dendri-
tique accrue. Au lieu d'un simple tronc, la dendrite apicale bifurque prés du soma, et les épines
dendritiques du s.L, recevant les afférences glutamatergiques des fibres moussues provenant
du GD, sont volumineuses et irrégulieres. Les projections de ces cellules se font principalement
vers les aires CA3 de 'hippocampe contralatéral (voie commissurale) et I'aire CA1 de I’hippo-
campe ipsilatéral (voie associative - collatérales de Schaffer (CS)) (Figure 1.4). Notamment,
les axones des PC de CA3 arborisent localement, formant des collatérales récurrentes, et font
synapses avec les IN inhibiteurs de CA1 aussi bien qu’avec les PC (Sik et al., 1993). Du point de
vue électrophysiologique, les PC de CA3 ont des propriétés proches de celles des PC de CAl.
Leurs distributions en canaux sodiques, calciques (Thompson et Wong, 1991) et potassiques
(Klee et al., 1995), sont en effet similaires, avec toutefois une plus grande contribution des KCa.
Pour autant, par des variantes dans les sous-unités exprimées, la sensibilité des canaux a des
agents pharmacologiques peut étre différente de CAl.

Dans le gyrus denté (GD), les neurones principaux sont les cellules granulaires (CG). Plus
petites que les PC, ayant un soma de forme arrondie, elles ont une morphologie bipolaire,
formant un arbre conique de dendrites épineuses sur leur pole supérieur, et un axone sur leur
base. Les épines dendritiques sont issues des synapses excitatrices de la VP principalement, et
ces neurones recoivent aussi des entrées GABAergiques. Les CG envoient leurs projections
axonales, les fibres moussues, vers le s.z. de CA3. Les CG ont un potentiel de repos particuliere-
ment négatif (= -75 mV), et expriment des canaux sodiques, potassiques (type A et type K),
et calciques voltage-dépendants (L, P/Q, N, T et R dans 'ordre de leurs densités respectives)
(Vida, 2010).

1.6.2 Interneurones GABAergiques

Les interneurones (IN) sont une population trés hétérogene de neurones, dont la plupart sont
GABAergiques, et qui varient non seulement par leur contenu neurochimique en peptide
(somatostatine (SOM), neuropeptide Y, cholécystokinine (CCK) colibérés avec le GABA) ou en
protéines liant le calcium (parvalbumine (PV), calbindine), mais également par leurs caracté-
ristiques morphologiques et fonctionnelles. On peut distinguer trois grandes familles d'IN en
fonctions des cibles synaptiques de leurs arborisations axonales. La premiére famille est consti-
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Figure 1.5 — Distribution des synapses sur les dendrites d'une PC de CAl, d’aprés Megias et al. (2001).
Dans le stratum oriens, elles sont classées selon deux types : les dendrites basales proximales com-
prenant une faible densité d’épines (oriens/proximal), et les dendrites basales distales comprenant
une grande densité d’épines (oriens/distal). Dans le stratum radiatum, quatre classes de dendrites ont
été identifiées. Le tronc apical large est divisé en trois segments : un segment proximal sans épines
(radiatum Thick proximal), un segment médial avec de rares épines (radiatum Thick medial), et un seg-
ment distal plus fourni (radiatum Thick distal). La quatriéme classe correspond aux dendrites apicales
obliques fines (radiatum/thin). Dans le stratum lacunosum moleculare, trois classes de dendrites sont
décrites, en fonction de leur diametre et de leur population en épines : les dendrites larges possédant
de rares épines (I-m/Thick), les dendrites intermédiaires (I-m/medium), et les dendrites distales qui
en sont quasiment dépourvues. Pour chaque classe de dendrite, la densité de synapses asymétriques
(i.e. formant des épines, supposément excitatrices - cadres : chiffre de gauche en um!) et symétriques
(sans épine, supposément inhibitrices - cadres : chiffre du milieu en um) ainsi que leurs proportions
(cadres : chiffre de droite (%)) sont indiquées. Barre d’échelle : 100 pm. 25
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tuée d’'IN innervant la région périsomatique des cellules principales. Elle comprend deux types
principaux d’interneurones : (i) les cellules en corbeille (Basket Cell (BC)), dont I'axone innerve
le soma des cellules principales, et (ii) les cellules axo-axoniques (AAC) dont I'’axone innerve le
SIA des cellules principales. La deuxiéme famille est constituée d’IN innervant les dendrites
des cellules principales. On y distingue de nombreux types cellulaires, tels que les cellules
bistratifiées (BSC), les neurogliaformes (NG), les Oriens-Lacunosum Moleculare (O-LM), ainsi
que les MOPP (MOlecular layer Perforant Path), HICAP (Hllar Commissural-Associated Path-
way) et HIPP (Hllar Perforant Path) dans le GD, et les cellules trilaminaires dans CA3 (Freund
et Buzsaki, 1996; Klausberger et Somogyi, 2008). Il existe enfin une troisieme famille d'IN dont
I’axone innerve spécifiquement d’autres IN (IS) (Gulyés et al., 1996) (Figure 1.6).

Schématiquement, les processus d’inhibition véhiculés par les IN peuvent étre de deux types.
Lorsqu’ils sont activés par des afférences extrinseques (comme les BC), ils participent a
I'inhibition antérograde (feedforward). Lorsqu’ils sont activés par les collatérales récurrentes
des axones des PC (comme les O-LM), et que leurs axones innervent ces mémes populations
de cellules principales, ils participent a I'inhibition rétrograde (feedback) (Figure 1.7).

Les Basket Cells (BC) sont les principaux médiateurs de 'inhibition périsomatique des PC.
A ce titre, ils jouent un réle prépondérant dans la synchronisation de leurs décharges, en
particulier dans la génération des rythmes gamma (y, 30-100 Hz) (Wang et Buzsdaki, 1996).
Leurs somas sont généralement situés dans le s.p. et le s.o.; leurs dendrites parcourent toutes
les couches;; et leur arbre axonal vaste et complexe est centré sur le s.p.. Les synapses afférentes
sont majoritairement excitatrices (= 93.5 %), ne développent pas d’épines, et les synapses
inhibitrices sont plus concentrées autour du soma. Les BC font synapses avec les somas et les
dendrites proximales des PC, mais sont aussi densément connectées entre elles, a la fois par
des synapses GABAergiques et par des liens électriques appelés gap-junctions (Saraga et al.,
2006), favorisant la synchronicité de leurs activités. Ces cellules sont caractérisées par leur
capacité a décharger des trains de PA a haute fréquence (> 100 Hz) et par une faible résistivité
membranaire. In vivo, elles déchargent spontanément de maniere rapide (5 a 60 Hz), en trains
de deux a six PA, en phase avec le rythme 6. Les dendrites sont actives, c’est a dire qu’elles
possédent des canaux sodiques et potassiques leur permettant de générer des PA dendritiques,
et les PA sont suivis par une breve PHP. Similaires par leur morphologie, mais différentes par
certaines de leurs propriétés intrinseques, on distingue parfois les BC exprimant la PV (PV-BC)
de celles exprimant la CCK (CCK-BC) (Vida, 2010).

Les cellules axo-axoniques (AAC) semblent assurer une fonction particuliere dans le controle
de I'activité des PC, car elles font synapse sur le segment initial de ’axone (SIA) de leurs
cibles (Buhl et al., 1994b). Comparables aux BC, leur arbre dendritique parcoure les différentes
couches de la CA, mais se développe en une touffe plus dense dans le s./-m, laissant penser
que la VP est leur afférence excitatrice prépondérante (Buhl et al,, 1994a).

Les interneurones Oriens-Lacunosum Moleculare (O-LM), principalement impliqués dans
I'inhibition rétrograde des cellules principales, sont facilement identifiables par leur mor-
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Figure 1.6 — Représentation des différents types d’interneurones de I'hippocampe, d’apres Freund et
Buzsdki (1996). Les dendrites et les axones sont représentés en traits épais et fins, resp.. Cellules HICAP
(1), HIPP (2), MOPP (3), en corbeille contenant du VIP (4), trilaminaires de CA3 (5), AAC (6), O-LM
(7), bistratifiées de CA3 (8), en corbeille ayant un axone dans CA3 et CAl (9), bistratifiées de CA1 (10),
en corbeille de CA1 (11), O-LM de CA1 (12), horizontale trilaminaire de CA1 (13), interneurones IS-2
sélectifs d’autres interneurones (14&15). 27
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phologie, et expriment pour la plupart la SOM. Ils déchargent de maniere répétée suite a
I'injection d'un courant dépolarisant continu, mais leur fréquence de décharge naturelle n’est
pas aussi élevée que celle des BC. Fonctionnellement, la présence d'un ample courant-H (Iyy)
leur permet de décharger spontanément in vitro, et de répondre par un saut de dépolarisation
suite a une injection de courant hyperpolarisant. Les PA se rétropropagent facilement dans les
dendrites grace a une forte densité de Nav.

Les cellules bistratifiées (BSC) sont caractérisées par un arbre axonal double, couvrant le
s.r. et le s.0., aligné avec les collatérales de Schaffer (CS). Leur soma est situé dans le s.p. et
le s.o0., et leurs dendrites sont distribuées radialement dans le s.o. et le s.r.. Les BSC ont des
rythmes rapides de décharge, et participent a 'inhibition dendritique antérograde, recevant
les afférences excitatrices des CS, et ciblant les dendrites et les épines des cellules principales.

D’autres types d’'INs tels que les cellules ivy, les IN associés aux CS, les IN associés a la VP,
les cellules neurogliaformes (NG), les IN trilaminaires, et les IN de rétroprojection assurent
des formes spécifiques d’inhibition dendritique et sont décrits de maniére extensive dans
Vida (2010). Certains IN assurent exclusivement une inhibition antérograde (BC, AAC, NG, IN
associés a la VP, aux CS) ou antérograde comme les O-LM ; alors que d’autres sont impliqués
dans les deux types de circuits, telles que les BSC.

Inhibition périsomatique Inhibition dendritique
vp } s.l-m.
CS S.I.
BC s.p.
Cs s.o.

Figure 1.7 - Représentation schématique des interneurones de I'aire CAl de '’hippocampe, d’apres
Vida (2010). Deux catégories sont distinguées sur la base de leurs cibles synaptiques : (1) les IN péri-
somatiques comprennent les Basket Cells (BC) innervant le soma et les dendrites proximales, et les
cellules axo-axoniques (AAC) innervant le SIA. (2) Les IN a inhibition dendritique, dont trois types
principaux sont illustrés ici : i) les cellules bistratifiées (BSC) recoivent les entrées des CS, et innervent
les dendrites médiales dans le stratum radiatum (s.r) etle stratum oriens (s.0.) ; ii) les interneurones
neurogliaformes (NG) situés dans le s.r. et le stratum lacunosum moleculare (s.I-m) recoivent les entrées
de la VP et inhibent les dendrites apicales ; et iii) les O-LM recoivent les excitations glutamatergiques
des PC, et assurent une inhibition rétrograde en projetant leurs axones vers les dendrites apicales
distales du s.l-m.
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1.7. Transmission synaptique

1.7 Transmission synaptique

Les neurones sont avant tout des entités communicantes qui échangent I'information par des
zones de contact identifiables que I'’on appelle synapses. C’est la densité de ces connexions,
autant que le nombre et la complexité des neurones eux mémes, qui donne son caractere
véritablement vertigineux au systéme nerveux. A titre d’ordre de grandeur, si on estime qu’'un
neurone recoit et forme en moyenne 1 000 synapses, et que le cerveau humain contient cent
milliards de neurones (1011), il y a donc dix mille milliards (10'%) de synapses, un nombre
comparable aux nombre d’étoiles de notre galaxie.

1.7.1 Synapses et neurotransmetteurs

En général, une synapse consiste en I'apposition de la membrane d'un axone présynaptique
a un neurite d'une cellule postsynaptique. En fonction de la structure de ce contact, on
différencie les synapses chimiques et les synapses électriques.

Dans une synapse électrique (ou jonction communicante, gap-junction), les deux membranes
sont physiquement en contact, si bien que le courant généré par le PA d’'un neurone traverse
directement la membrane opposée via des canaux spécifiques. Ce mode de transmission,
ayant lieu aussi entre les cellules musculaires, est pratiquement instantané et permet a des
populations de neurones de décharger de maniere synchrone.

Dans une synapse électrochimique, les compartiments pré- et postsynaptiques sont bien
différenciés, et un espace intercellulaire de 10 a 40 nm, appelé fente synaptique sépare les
deux cellules, qui ne s’échangent alors pas directement de courant. Dans ce type de synapse,
I'arrivée d'un potentiel d’action dans le terminal présynaptique active des VDCC, et I'entrée
d’ions Ca®* déclenche la libération par exocytose d’'une ou plusieurs vésicules contenant des
neurotransmetteurs (NT) chimiques dans la fente synaptique. Les NT s’y diffusent et se lient
a des protéines-récepteurs situées sur la membrane postsynaptique. Cette liaison, par une
modification de la structure des récepteurs, induisent I’ouverture de canaux ioniques, qui
génerent le courant transmembranaire porteur de I'information neuronale. Ce processus,
relativement stéréotypé, implique un grand nombre d’acteurs biochimiques et est au cceur
du traitement du signal neuronal dans les conditions physiologiques, mais peut aussi étre le
nceud d'une pathologie et la cible de substances chimiques exogenes.

Les différentes étapes de la transmission synaptique électrochimique impliquent un délai
relativement important dans le transfert de I'information (parfois bien supérieur a la millise-
conde) ; mais ce mode offre la possibilité d’amplifier le signal par I'’exocytose de milliers de
molécules de NT contenues dans une seule vésicule d'une part, et d’autre part de moduler
le traitement du signal par une grande diversité de récepteurs, exprimés sous de multiples
formes, résultant de I'expression génétique et des facteurs de transcription, et cibles de divers
modulateurs chimiques, endogénes ou exogenes. De plus, la libération de NT par un site
d’exocytose répond a un processus stochastique, car il implique des courants calciques faibles
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et brefs et des concentrations de calcium localisées dans des nanodomaines (Bennett ez al.,
2000a,b; Modchang et al., 2010). Ainsi la probabilité qu'une stimulation présynaptique donnée
(e.g. PA) induise une libération de NT et donc une réponse postsynaptique est parfois tres
inférieure a un, et dépend d'une large gamme de modulateurs d’origine endogene ou exogene.

Les neurotransmetteurs (NT) sont généralement de petits acides aminés (AA) mais certains
peptides plus massifs peuvent aussi jouer ce role. Depuis les années 30, ot Otto Loewi a
identifié, pour la premiere fois, ’exocytose d’acétylcholine (ACh) des terminaux du nerf vague,
un grand nombre de neuromodulateurs a été identifié, mais le consensus pour définir qu'une
molécule est un NT s’est établi autour de quatre critéres.

Elle est synthétisée dans le neurone.
— Elle est présente dans des terminaux présynaptiques, et libérée en quantité suffisante
pour exercer une action spécifique dans un neurone ou un organe postsynaptique.

Si on I'administre de maniére exogéne, dans des concentrations raisonnables, elle
produit des effets de méme nature que lorsqu’elle est libérée de maniéere endogene.

Un mécanisme spécifique permet de I'extraire rapidement de son site d’action ou
I'inactiver.

On connait aujourd’hui neuf NT non-peptidiques (acides aminés (AA) et monoamines), et
une cinquantaine de peptides sont considérés comme tels.

— Le glutamate (Glu), principal NT excitateur du SNC est présent dans toutes les zones
du cerveau.

- Lacide y-aminobutyrique (GABA), principal NT inhibiteur du SNC, est également
présent dans toutes les zones du cerveau.

— Lacétylcholine (ACh) est un NT excitateur. Il est aussi modulateur de la transmission
glutamatergique, et joue un réle important dans plusieurs fonctions telles que la mé-
moire, 'éveil, I'attention, la coleére, I'agression, la sexualité et la soif. Par ailleurs, il est le
principal NT de la jonction neuromusculaire, entre les neurones moteurs et le muscle,
dont il déclenche la contraction.

— Ladopamine (DA) est libérée dans les structures impliquées dans le contréle du mouve-
ment et de la posture, et module aussi I’humeur. Son réle dans le renforcement positif
etla dépendance a également été mis en évidence.

— Lanoradrénaline (NA) (ou norépinephrine (NE)) est un neuromodulateur important
dans les fonctions telles que I'attention, les émotions, le sommeil et 'apprentissage. Ce
neuromodulateur est aussi libéré dans le sang ot il contracte les vaisseaux sanguins et
augmente la fréquence cardiaque.

— La sérotonine (5-HT) contribue a diverses fonctions comme la régulation de la tempé-
rature, le sommeil, 'humeur, I'appétit et la douleur.

On distingue deux grands types de récepteurs de NT, en fonction de 'action qu’ils exercent
sur les canaux ioniques associés : les récepteurs ionotropes sont des canaux ioniques en eux
méme, qui s'ouvrent lorsque que leur NT spécifique s’y lie, et les récepteurs métabotropes
agissent indirectement sur un ou plusieurs canaux ioniques, en activant un systéme de messa-

30



1.7. Transmission synaptique

gers secondaires biochimiques dans la cellule postsynaptique. Les récepteurs métabotropes
influencent aussi de nombreuses cascades de signalisation intracellulaires, et leur action est
par nature plus lente que celle des récepteurs ionotropes. Les deux types peuvent avoir un
effet excitateur ou inhibiteur, en fonction du type de canal dont ils déclenchent I'ouverture :
un courant entrant (i.e. une charge positive entrante ou une charge négative sortante) dans la
cellule postsynaptique (courant postsynaptique excitateur (CPSE)) génere un potentiel postsy-
naptique excitateur (PPSE), et a I'inverse un courant sortant (i.e. une charge positive sortante
ou une charge négative entrante) de la cellule (courant postsynaptique inhibiteur (CPSI))
induit un potentiel postsynaptique inhibiteur (PPSI). Dans les conditions physiologiques, un
courant excitateur est généré par I'ouverture d'un canal perméable aux ions sodium (Na*)
et calcium (Ca?*), tandis qu'un courant inhibiteur est dii & I'ouverture d’'un canal perméable
aux ions chlorure (Cl) ou potassium (K*). Le sens de ces courants est conditionné par les
potentiels de réversion de chaque espece ionique auquel le canal est perméable (potentiel de
Nernst et équation de Goldman-Hodgkin-Katz). Chaque NT produit des effets différents sur
chaque type de récepteur qu’il active, ce qui permet au relativement petit nombre total de NT
de produire une grande diversité d’effets.

Les méthodes de la biologie moléculaire ont permis de caractériser beaucoup de ces récep-
teurs, ainsi que les cascades biochimiques induites par I’activation des messagers secondaires,
et nous allons maintenant nous attacher a décrire les principales caractéristiques de la trans-
mission synaptique dans 'hippocampe.

1.7.2 Transmission glutamatergique

Dans les années 60, les travaux de Curtis découvrirent pour la premiere fois que certains
acides aminés tels que 'aspartate et le glutamate pouvaient exercer un effet excitateur sur
des neurones de la moelle épiniere (Curtis et al., 1960). Il a ensuite été démontré que I'un
d’entre eux, le glutamate, était le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux
central (Fonnum, 1984). Dans I'hippocampe, il est responsable de la transmission du circuit
polysynaptique (cf. sous-section 1.5.1), et la plasticité des synapses glutamatergiques joue un
role crucial dans I'apprentissage et la mémoire. Aprées sa libération dans la fente synaptique,
le glutamate est recapturé dans les cellules gliales, pour y étre dégradé en glutamine par
la glutamine synthase. La glutamine diffuse alors de nouveau vers le neurone, ou elle est
hydrolysée pour redevenir du glutamate.

Epines dendritiques

La majorité des connexions synaptiques excitatrices du cerveau des mammiferes forment
des protubérances aux morphologies variées sur les dendrites postsynaptiques appelées
épines dendritiques. Les épines dendritiques forment une téte, séparée de la dendrite par un
cou (Gray, 1959; Harris et Stevens, 1989) (Figure 1.8A). La téte de I'épine contient la densité
postsynaptique (DPS), une zone dense regroupant les récepteurs de NT et un grand nombre de

31



Chapitre 1. Systéme nerveux et hippocampe

protéines telles que les protéines d’échafaudage PSD-95 et Shank (Banker et al., 1974; Adesnik
et al., 2005; Gray et al., 2006) (Figure 1.8B).

Les épines dendritiques augmentent significativement la surface de la cellule, maximisant le
nombre de synapses (Bannister et Larkman, 1995). L'épine isole aussi la DPS de la dendrite
et constitue un sous-compartiment biochimique, dans lequel les messagers secondaires et
les protéines sont confinés a proximité de leurs effecteurs (Svoboda et al., 1996; Sabatini
et al., 2002; Bloodgood et Sabatini, 2005; Noguchi et al., 2005; Gray et al., 2006). En effet, les
épines dendritiques peuvent contenir différents types d’organelles cellulaires, et bien que
cette composition soit trés variable, vraisemblablement dépendante de leur état de maturité
et de potentialisation, on peut y trouver des mitochondries, des endosomes, des ribosomes,
ainsi que des prolongements du reticulum endoplasmique (RE). En particulier, la présence ou
non d'un prolongement du RE dans une épine est critique dans la mesure ot il est capable de
relayer I'action de récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) (e.g. récepteur métabotrope du
glutamate (mGluR), récepteur muscarinique (mAChr)) en libérant du calcium dans le cytosol,
via des récepteurs a I'IP3 (IP3r) et des récepteurs a la ryanodine (RyR) (Holbro, 2010).

La fonction des épines dendritiques dans I'intégration du signal synaptique fait 'objet de
multiples débats (Spruston, 2008), mais il semble exister une corrélation entre le nombre de
récepteurs a 'acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionique (AMPA) (AMPAr)
exprimés et le volume de I'épine (Nusser et al., 1998) et sa distance au soma (Magee et Cook,
2000; Andrasfalvy et Magee, 2001; Nicholson et al., 2006; Katz et al., 2009). Il a en effet été
montré que les épines plus volumineuses produisent des CPSE plus amples que les petites
(Matsuzaki et al., 2001), mais aussi que le petites épines étaient plus aptes a induire la Long-
Term Potentiation (LTP), une forme de plasticité synaptique (Matsuzaki et al., 2004).

Récepteurs ionotropes du glutamate

Les récepteurs ionotropes du glutamate (iGlur) sont responsables de la majorité de la trans-
mission synaptique excitatrice rapide dans le SNC. La liaison de glutamate sur ces récepteurs
provoque I'ouverture d'un canal ionique, induisant principalement un influx de Na* dans
la cellule et donnant lieu a un PPSE. En fonction de leur pharmacologie, ces récepteurs se
classent en trois types, nommés d’apres leur agoniste spécifique : les AMPAr, les NMDAr et les
récepteurs au kainate (acide (2-carboxy-4-isopropényl-3-pyrrolidinyl)-acétique)) (KA) (KAr).
Ces trois récepteurs forment des structures hétéromériques composées de quatre sous-unités,
et sont colocalisés sur les mémes synapses. Une revue compléte des structures, des fonctions
et de la pharmacologie de cette famille de récepteurs est proposée dans Traynelis et al. (2010)
(Figure 1.9).

Les AMPAr sont constitués d'une combinaison des sous-unités GluR1, GluR2, GluR3 et GluR4,
et forment un canal principalement perméable aux ions sodium et potassium. La présence
de la sous-unité GluR2, insérée par épissage alternatif dans le complexe détermine certaines
propriétés biophysiques du récepteur, dont en particulier une plus faible conductivité, et
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une imperméabilité au Ca?*. Les cellules principales de 'hippocampe expriment fortement
la sous-unité GluR2, faisant des AMPAr imperméables au Ca®* la variante majoritaire. Les
sites de liaison pour les agonistes se trouvent dans le domaine extracellulaire N-terminal, et
les domaines intracellulaires incluent trois sites de phosphorylation par la protéine kinase
A (PKA) (Greengard et al, 1991; Raymond et al., 1993), un site pour la protéine kinase C
(PKC) (Tan et al., 1994), ainsi qu'un site pour la CamKII (Barria et al., 1997a; Yakel et al.,
1995), modulant aussi la fonction du récepteur. Les AMPAr sont les principaux responsables
de la transmission gluatamatergique rapide, et leur nombre exprimé a la DPS des épines
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Figure 1.8 — Epines dendritiques et interactions au sein de la densité postsynaptique. A - Epines
dendritiques d'un neurone pyramidal de CAl, d'une grande variété morphologique, d’apres Harris
et Weinberg (2012). On y distingue les protubérances de synapses immatures typiques : courtes (c)
et filopodia (f), ainsi que les épines matures simples (s) et perforées (p) comportant un cou et une
téte. Les densités postsynaptiques (DPS) des épines et des branches dendritiques sont marquées en
rouge et bleu, resp. Echelle ~1 um. B - Tllustration des interactions au sein de la densité postsynaptique
(DPS), d’apres Kennedy (2000). Une premiere implique récepteur au N-methyl-D-aspartate (NMDA)
(NMDAr), protéine kinase calcium-calmoduline (Cam)-dépendante (CamKII), PSD-95 et SynGAP et
l'autre lie le mGluR au récepteur phosphatidyl inositol triphosphate (IP3) et au complexe formé par le
NMDAr via les échafaudages formés par les protéines Homer et Shank.
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dendritiques est constamment régulé par un processus de recyclage actif impliquant des
endosomes (Ehlers, 2000; Passafaro et al., 2001).

Les NMDAr sont des hétéromultimeres des sous-unités NR1 et NR2A-D, formant un canal
perméable aux ions Ca®>* et Na*. Responsables de la phase tardive du PPSE, les NMDATr ont en
effet une cinétique plus lente que les AMPAr ou les KAr, due entre autres a une faible vitesse
de dissociation du glutamate. Outre le site de liaison principal aux agonistes, ce récepteur
contient également un site allostérique liant le co-agoniste glycine qui augmente I’affinité
pour le glutamate. De plus, le pore du canal est bloqué par la présence d'un ion Mg?* sur un
site interne (Figure 1.9), qui n’est libéré que lorsque la membrane est dépolarisée, si bien que
I'activation des NMDAr ne donne lieu a aucun signal lorsque la membrane postsynaptique est
au repos. Sa perméabilité au Ca®* lui permet d’activer des messagers secondaires, et en fait un
acteur fondamental des mécanismes de développement (Kleckner et Dingledine, 1991), de
neurotoxicité (Nadler, 1981; Rothman et al., 1987; Meldrum et Garthwaite, 1990), ou encore
de plasticité synaptique (Collingridge, 1987; Larson et Lynch, 1988; Morris et al., 1986). Le
domaine intracellulaire posséde des sites de phosphorylation pour la PKC, la CamKII et la
tyrosine kinase qui modulent le comportement de ce récepteur (Bading et Greenberg, 1991;
Moss et al., 1993; Kitamura et al., 1993; Wang et Salter, 1994).

Les KAr sont des hétéromultimeres formés d’'une combinaison des sous-unités GluR5,6,7 et
KA1,2. Associés a un canal perméable au potassium, au sodium et au calcium, ils contiennent
deux sites de liaison au KA, d’affinités différentes. Mobilisés préférentiellement au niveau
présynaptique, dans les fibres moussues par exemple, ils joueraient un réle modulateur de la
libération du glutamate. Le KAr se retrouve également en forte concentration dans les PC du
CA3, mais sa fonction exacte reste toutefois encore assez floue. Comme le AMPAr, avec lequel
il est souvent confondu, I'insertion par épissage alternatif des sous-unités GluR5 et GluR6
induit des variantes de ses propriétés biophysiques.

Récepteurs métabotropes du glutamate

Les mGIluR appartiennent a la famille des RCPG, composés de 7 domaines transmembranaires
et dont l'action fait intervenir des protéines-G. Ces récepteurs se classent en trois catégories,
en fonction de leur composition en AA, de leur voie de transduction du signal, et de leur profil
pharmacologique. Le groupe I (mGluR1 et 5) inclut les récepteurs localisés généralement dans
le compartiment postsynaptique, liés a la protéine-Gq, et leur activation favorise I'excitabilité
de la cellule. Les récepteurs mGluR1 et 5 sont couplés a une phospholipase-C (PLC), qui
induit la transformation de phospholipides membranaires en IP3 et diacyl glycérol (DAG).
L'augmentation de IP3 provoque la libération de calcium des stocks intracellulaires et donc
une augmentation rapide de la concentration du calcium cytosolique, alors que la production
du DAG entraine 'activation de la PKC. Situés en périphérie des épines dendritiques, ils
joueraient en outre un role dans la stabilisation des NMDAr dans la DPS, via les protéines
d’échafaudage Homer et Shank (Kennedy, 2000) (Figure 1.8B). Les groupes II (mGluR2 et 3)
et III (mGluR4,6,7 et 8) incluent les récepteurs localisés sur la membrane présynaptique. Ils
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agissent en autorécepteurs, et inhibent la libération de NT par la réduction de la production
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) en activant une protéine-G inhibitrice (Gi)
(Shigemoto et al., 1997).

Transmission glutamatergique dans I’aire CA1

Dans l'aire CAl de 'hippocampe, les entrées glutamatergiques sont transmises de CA3 par les
collatérales de Schaffer (CS) sur les dendrites du s.7 et du s.0., et du cortex entorhinal (CE) par
la voie perforante (VP) sur les dendrites du s.I-m.

AMPA, kainate receptors

ATD LBD dimer interface
lectins cyclothiazide (AMPA)
aniractetam (AMPA)
LBD agonist CX614 (AMPA)
binding pocket Cl- and K* (kainate)
partial and full agonists Ca?* (GluD2)

competitive antagonists

LBD-TMD linkers
GYKI-53655 (AMPA)
CP-465,022 (AMPA)

ion channel pore
uncompetitive antagonists
polyamines, cations

GIuN2 ATD
ifenprodil (GIuN2B)
polyamines (GIuN2B)
Zn?* (GIuN2A, GIuN2B)

GluN1 glycine
binding pocket
partial and full agonists
competitive antagonists

GIluN2 LBD agonist
binding site
partial and full agonists
competitive antagonists

GluN2 LBD-D2
pregnenolone sulfate
(GIuN2A, GIuN2B)

ion channel pore
uncompetitive antagonists
polyamines, Zn?*, Mg?*

Figure 1.9 - Structure cristallographique et principaux sites de liaisons des récepteurs ionotropes du
glutamate, d’apres Traynelis et al. (2010). Les sites de liaison des agonistes, antagonistes et modulateurs
principaux sont indiqués ainsi que les sous-unités cibles entre parentheses. AMPA et Kainate indiquent
que le ligand vise sélectivement la sous-unité GluA ou Gluk, resp. Les domaines amino-terminal (ATD),
ligand-binding (LBD), transmembrane (TMD) et les liaisons sont indiqués en violet, orange, vert et
gris, resp.
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Les synapses issues des collatérales de Schaffer (CS) sont composées d'un petit terminal
axonal, comportant généralement un site de libération unique, apposé a une épine dendritique
dont la taille et la composition varie en fonction de sa position sur I’arbre dendritique et de
son état de potentialisation. La probabilité d’exocytose suite a un PA unique est relativement
faible (< 0.5), et dépendante de I’état de potentialisation de la synapse (Hessler et al., 1993;
Rosenmund ez al., 1993; Wasling et al., 2004). Les autres caractéristiques présynaptiques, telles
que la facilitation par double-impulsion (paired-pulse facilitation), ou la quantité de vésicules
en réserve, sont homogeénes a toutes ces synapses quelle que soit la position de I'épine sur
Iarbre dendritique. En revanche, comme montré par Magee et Cook (2000), I'amplitude
des PPSE dendritiques issus des AMPAr augmente avec la distance au soma, si bien que la
dépolarisation enregistrée au soma est globalement identique quelle que soit la position de la
synapse sur I'arbre dendritique. Cette différence est attribuée a une variation du nombre de
AMPAr exprimés a la DPS, car la composition en sous-unités est globalement homogéne sur
cette partie de 'arbre dendritique (Andrasfalvy et Magee, 2001).

Les PPSE évoqués par la stimulation des CS comportent généralement des composantes AMPA
et NMDA ; mais en fonction des circonstances, une fraction de ces synapses glutamatergiques
est dépourvue de la composante AMPA (Isaac et al., 2007; Kullmann, 1994; Liao et al., 1995),
qualifiées alors de synapses silencieuses. En effet, le blocage magnésium des NMDAr nécessite
d’étre levé pour produire un courant, et cette levée est largement dépendante de la dépo-
larisation induite par un nombre suffisant de AMPAr. La présence d’ AMPAr est régulée au
cours du développement, et alors que la quasi-totalité des synapses des CS sont silencieuses a
la naissance, environ la moitié d’entre elles sont devenues fonctionnelles a la troisieme se-
maine (Durand ef al., 1996). Linsertion de AMPAr a été observée suite a la stimulation a haute
fréquence des CS, par diffusion latérale de récepteurs membranaires vers la DPS (Adesnik
et al., 2005), ou par la fusion membranaire d’endosomes contenant des AMPAr (Hayashi et al.,
2000; Park et al., 2004; Shi et al., 1999). Ce phénomene d’insertion d’AMPAr est classiquement
associé a la Long-Term Potentiation (LTP), mais les controverses autour de cette question
laissent penser que d’autres phénomenes y prennent aussi une part importante (Enoki et al.,
2009; Kramar et al., 2012; Padamsey et Emptage, 2014).

Les NMDAr sont abondamment exprimés dans les synapses glutamatergiques de CAl. Le
nombre de NMDAr dans chaque synapse est assez peu variable, et suffisamment faible pour
que leur contribution isolée dans un PPSE unitaire soit indétectable dans les conditions
physiologiques. Par opposition aux AMPAr, le nombre de NMDAr ne semble pas changer
avec l'activité de la synapse, ni varier avec la distance des dendrites au soma (Andrasfalvy et
Magee, 2001; Nicholson et al., 2006). Comme déja évoqué, le NMDAr ne s’ouvre que lorsque la
membrane est suffisamment dépolarisée pour lever le blocage Mg?*, ce qui en fait un détecteur
de coincidence idéal, a méme de signaler les dépolarisations simultanées des cellules pré-
et postsynaptiques, via un influx transitoire de Ca®* soutenant la plasticité synaptique (cf.
chapitre 5).

Les KAr dans cette aire CAl semblent étre principalement impliqués dans le modulation néga-
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tive de la transmission glutamatergique. Les résultats de Frerking et Ohliger-Frerking (2002)
tendent a montrer qu’ils agissent présynaptiquement en diminuant le contenu vésiculaire de
glutamate, via une interaction avec des protéines-G.

Enfin, les récepteurs mGluR des groupes I et III inhibent la libération de glutamate des
compartiments présynaptiques des CS, ayant un effet a la fois sur la transmission excitatrice
et sur I'inhibition antérograde des IN (Gereau et Conn, 1995).

La voie perforante (VP) innerve la plupart des aires hippocampiques. Les synapses glutama-
tergiques issues de la VP dans 'aire CA1l, situées dans les dendrites les plus distales du s.I-m,
ont un effet direct limité sur la décharge des PC : leur action semble subvenir de la coincidence
temporelle des signaux de la VP et des CS (Jarsky et al., 2005). De plus, elles exercent une
puissante inhibition antérograde, capable de moduler I'intégration des signaux synaptiques
issus des CS (Empson et Heinemann, 1995; Jarsky et al., 2005). Le ratio des composantes
NMDATr : AMPAr de ces synapses est significativement plus important que celles des CS, et
la composition en sous-unités des NMDAr semble différente de celle des synapses de CS,
avec moins de récepteurs contenant la sous-unité NR2B (Arrigoni et Greene, 2004). Enfin, des
récepteurs mGluR sont exprimés présynaptiquement dans les terminaux d’axones de la VP, et
exercent une modulation rétrograde de I'activité de ces synapses (Capogna, 2004).

1.7.3 Transmission GABAergique

Comme décrit en sous-section 1.6.2, les réseaux neuronaux de ’hippocampe incluent une
variété d'IN GABAergiques qui exercent un controle inhibiteur rétrograde ou antérograde,
et qui innervent de maniere spécifique les corps cellulaires (inhibition périsomatique) ou
les dendrites (inhibition dendritique) des cellules principales. Ces IN forment des synapses
GABAergiques avec leurs cibles, c’est a dire que le NT libéré dans la fente synaptique est
I'acide y-aminobutyrique (GABA), et qu'il active des récepteurs spécifiques exprimés sur
la membrane postsynaptique. Le GABA est I'acide aminé (AA) inhibiteur principal du SNC,
présent dans 30 a 50 % des terminaisons synaptiques (Roberts, 1974). Synthétisé a partir du
glutamate sous I'action de 'enzyme Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) (Wu et al., 1973) et
accumulé dans les vésicules présynaptiques par le transporteur Vesicular GABA Transporter
(VGAT) (Sagné et al., 1997), il est capturé apres libération par des transporteurs de GABA (GAT)
spécifiques (Mager et al., 1993) localisés sur les astrocytes, ol il est dégradé en glutamate puis
en glutamine.

Récepteurs du GABA

11 existe trois types de récepteurs au GABA : le récepteur GABAA (GABAaT) est ionotrope, for-
mant un canal perméable aux ions chlorure (Cl') et responsable de la transmission synaptique
inhibitrice rapide d’'une majeure partie du SNC; le récepteur GABAg (GABAgr), de cinétique
plus lente, appartient a la famille des RCPG; et le récepteur GABAc (GABA(r) ionotrope est
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Chapitre 1. Systéme nerveux et hippocampe

situé presque exclusivement dans la rétine.

Constitué d'un assemblage hétéromérique de 5 sous-unités, possédant chacune plusieurs
isoformes (a1-6, f1-3,0,Y1-4,€, 7, p1-2), le GABAxr est le plus complexe de cette famille par
la diversité des sous-unités décrites et les différentes propriétés fonctionnelles et pharmaco-
logiques qui en découlent. Par ailleurs, ce récepteur fait ’objet de régulations multiples au
cours du développement et dans des pathologies comme I'épilepsie (Drexel et al., 2015). Seul
un certain nombre de combinaisons sont représentées dans le cerveau, et dans 'hippocampe,
on trouve principalement az32/3Y2 et a5 B3Y2/3 dans les PC, a; B82y2 dans les IN, et @486 dans
les cellules granulaires du GD (McKernan et Whiting, 1996). Il semble donc exister une relative
spécificité des sous-unités pour certaines connexions, avec notamment, une expression plus
marquée de a; dans les interneurones (Loup et al., 2000), une concentration de y, vers le
soma, ou encore une expression spécifique de a, dans le SIA des PC, cible exclusive des
cellules axo-axoniques (AAC) (Loup et al., 1998). Bien que complexes a étudier, ces spécificités
sont d'une grande importance sur le plan pharmacologique, dans la mesure o1 une grande
variété de substances interagissent avec le GABAxr, et que leur affinité dépend largement de
sa composition en sous-unités. Par exemple, les benzodiazépines, psychotropes largement
utilisés pour traiter 'anxiété (Lagnaoui ef al., 2004), modulent la fonction du GABAar en se
liant sur un site allostérique formé par «a; et y, (Figure 1.10).

Site Benzodiazépine
- GABA
- Picrotoxinine a (Thréonine 142) et y (histidine 101, glycine 200)

- Barbituriques P ~

- Stéroides /‘ ~

Modulateurs - Benzodiazépine
- Ethanol
- Anesthésiques inhalés
- Furosémide
- Zinc
- Lanthanum

GABAAA GABA

EXT
000000
INT
lons chlorures
- Phosphorylation ————
Modulateurs sérinefthréonine, tyrosine
- Calcium ?

Figure 1.10 - Structure et sites de liaison du GABAar, d’apres Keller (2002). Le schéma de gauche
résume les différents AA impliqués dans les liaisons du GABA et des benzodiazépines sur le récepteur
GABA,. Le schéma de droite illustre les sites formés par la structure pentamérique du récepteur, dans
sa composition @ B27y2.
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Le GABAgr est un RCPG exprimé dans la plupart des structures du SNC, y compris dans les cel-
lules principales et les IN de I'hippocampe (Bischoff et al., 1999), et qui semble impliqué dans
des pathologies du SNC telles que I'épilepsie, la schizophrénie, la dépression, et 'addiction
(Bettler et al., 2004). C’est un hétérodimere composé des sous-unités GABAg;, formant les sites
de liaison aux ligands, et de GABAg, interagissant avec la protéine-G intracellulaire (Bettler
et al., 2004). En tant que RCPG, les effets du GABAg sont induits par une cascade de messagers
secondaires (protéine-Gi et guanosine triphosphate (GTP)) régulant I'activité de canaux ef-
fecteurs. Postsynaptiquement, le GABAgr active principalement les canaux potassiques Kir3
(Davies et al., 1990; Sodickson et Bean, 1996) liés a la protéine-G (GIRK), donnant lieu a des
CPSI a la cinétique lente. Il est exprimé préférentiellement dans les couches dendritiques des
PC de CA1 (Ling et Benardo, 1994; Kulik et al., 2006) et les IN (Khazipov et al., 1995). Exprimé
aussi sur les terminaux présynaptiques, le GABAgr joue un role régulateur important des
transmissions excitatrices et inhibitrices, ot il diminuerait la probabilité de libération de NT,
en inhibant des canaux calciques voltage-dépendant (VDCC) (Wu et Saggau, 1995).

Transmission GABAergique dans l'aire CA1

Linhibition périsomatique, exercée principalement par les BC et les AAC utilise le GABA4r :
elle est rapide et ample, et son caractere phasique lui permet de controler précisément la
synchronisation et la fréquence de décharge des PC (Pouille et Scanziani, 2001). La synapse
unitaire BC-PC est caractérisée par une cinétique rapide, une grande amplitude, et une haute
probabilité de transmission, notamment dues au recrutement de récepteurs GABA, situés
dans la synapse, a la formation de contacts multiples entre une seule paire de neurones (10 a
12, Buhl et al. (1995)), et au fort couplage présynaptique entre les VDCC et les vésicules (Bucu-
renciu et al., 2008). Les BC se connectent aussi entre elles, mais la cinétique de décroissance
des CPSI de ces connexions semble étre significativement plus rapide (Bartos et al., 2002),
probablement a cause de I'expression privilégiée de sous-unités a; (Klausberger et al., 2002).
De maniere générale, les propriétés synaptiques sont dépendantes du type de neurone afférent
et de la localisation subcellulaire du compartiment postsynaptique. Ainsi les BC exprimant la
PV et celles exprimant la CCK, ainsi que les AAC exercent une inhibition périsomatique de
nature similaire, mais aux propriétés dynamiques différentes.

Linhibition dendritique limite I'excitation des cellules par les entrées glutamatergiques,
d’'une maniere différente de I'inhibition périsomatique (Miles et al., 1996). La distance élec-
trotonique de ces synapses avec le site d’initiation des PA les rend peu influentes dans le
contrdle direct de la décharge des PC, et on qualifie cette inhibition de lente et tonique, par
opposition a I'inhibition périsomatique rapide et phasique. Ainsi les CPSI induits par les NG
(Szabadics et al., 2007) et les O-LM (Maccaferri et al., 2000; Elfant et al., 2008) ont de faibles
amplitudes (conductance inférieure a 0,5 nS) et des temps de décroissance élevés (> 20 ms).
Laction inhibitrice exercée sur les dendrites des PC est moins susceptible de provoquer des
hyperpolarisations franches, mais agit plutot par effet de shunt : en augmentant localement
la conductance de membrane, la propagation de dépolarisations dendritiques est atténuée,
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limitant ainsi les influx de calcium associés et les effets de plasticité subséquents (Miller et
Kennedy, 1986). Les CPSI des inhibitions dendritiques antérogrades des CS (Dutar et Nicoll,
1988) et de la VP (Dvorak-Carbone et Schuman, 1999) comportent une composante lente
associée a des GABAgr postsynaptiques, alors que ceux de I'inhibition rétrograde conduite
par les O-LM en semblent dépourvus (Elfant et al., 2008). Enfin I'’expression des GABAgr dans
les terminaux présynaptiques des synapses excitatrices des CS a été décrite : ils agiraient en
hétérorécepteurs activés par de faibles concentrations de GABA débordant des synapses inhi-
bitrices (notion de spillover), régulant la transmission glutamatergique (Wu et Saggau, 1995).
Exprimés aussi présynaptiquement dans les terminaux GABAergiques des IN, ils agissent 1a en
autorécepteurs, limitant I'effet d’activations successives de ces synapses, jouant alors un role
fonctionnel dans 'induction de LTP (Davies et al., 1991).

Homeéostasie du chlore

Dans les conditions physiologiques chez I’adulte, ’action inhibitrice du GABAar est principa-
lement liée a sa perméabilité a I'ion chlorure CI : son potentiel de réversion (E,ey) est inférieur
au potentiel de repos de la membrane neuronale dans les conditions physiologiques, ce qui lui
permet de conduire des courant sortants hyperpolarisants. En effet la concentration intracellu-
laire de CI" [C]']; est maintenue faible (< 20 mM) par rapport a la concentration extracellulaire
[CI']e (= 100 mM) sous l'action de co-transporteurs cation-chlorure (CCC), dont les types
les plus exprimés dans les neurones sont le co-transporteur sodium-potassium-chlorure 1
(NKCC1) et le co-transporteur potassium-chlorure 2 (KCC2) (Blaesse et al., 2009; Ben-Ari et al.,
2012). Ces deux transporteurs utilisent les gradients électrochimiques générés par des pompes
actives (Na/K ATPase), pour effectuer le cotransport, électriquement neutre, de Cl” et d’autres
cations. Ils exercent des actions opposées : KCC2 extrait un ion Cl” et un ion K*, alors que
NKCC]1 utilise le gradient sodique pour insérer 2 ions Cl', un ion K* et un ion Na* dans la
cellule. U'équilibre du chlore dans les neurones est ainsi strictement régulé par I’expression
différentielle de ces deux transporteurs, et 'impact des CCC a été identifié comme majeur
dans les processus de développement et dans des pathologies telles que I'autisme et 1'épilepsie.
En effet, la transmission GABAergique est exprimée avant la transmission glutamatergique, et
le GABA transmet une action excitatrice dans les phases précoces du développement (in utero
et jusqu’a 3 semaines aprés la naissance chez ’humain), liée a une surexpression relative des
NKCC1, induisant une élévation du potentiel de réversion de Cl". Ce mode d’action permet
au GABA d’agir comme un facteur trophique, et de construire les premiéres architectures
neuronales spécifiques, en promouvant des formes primitives de synchronisation neuro-
nale et de plasticité synaptique, y compris dans I'hippocampe (Ben-Ari et al., 2007; Wang
et Kriegstein, 2008; Galanopoulou, 2007; Cherubini et al., 2011), avant qu'une inversion du
rapport KCC2 : NKCC1 ne permette le passage d'une transmission GABAergique excitatrice
a une transmission inhibitrice chez I’adulte (Dzhala et al., 2005, 2010). Ainsi, les altérations
de la transmission GABAergique et de 'homéostasie du chlore sont le sujet de nombreuses
recherches pour le traitement des épilepsies (Bernard et al., 2000; Palma et al., 2006; Huberfeld
et al., 2007; Muioz et al., 2007; Galanopoulou, 2010; Ben-Ari et al., 2012; Léscher et al., 2013),
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des pathologies mentales du développement comme les troubles du spectre autistique (TSA)
(Pizzarelli et Cherubini, 2011; Cellot et Cherubini, 2014; Tyzio et al., 2014), ou encore des
douleurs chroniques (Coull et al., 2003; Keller et al., 2007).

1.8 Modulation cholinergique de I’activité hippocampique

La neuromodulation couvre '’ensemble des processus altérant les propriétés des synapses
et des neurones, exercés sous l’action de substances nommeées neuromodulateurs. La dis-
tinction entre un neuromodulateur et un neurotransmetteur est relativement floue (cf. sous-
section 1.7.1), mais en général la neuromodulation est plus diffuse, a des cibles moins spé-
cifiques, et agit sur des échelles de temps plus longues que la neurotransmission rapide
classique. La neuromodulation est importante en cela qu’elle influence significativement I'en-
semble de la fonction de traitement du signal par les réseaux neuronaux. En effet, les synapses,
neurones et réseaux ne forment pas des circuits cablés statiques, mais sont au contraire extré-
mement plastiques. La neuromodulation de leurs composantes génére une grande variété
d’états fonctionnels distincts dans I'espace et dans le temps, apportant a un circuit donné une
puissance computationnelle augmentée. La neuromodulation implique des modifications de
I'excitabilité des neurones, de leurs propriétés intégratives, de la transmission et de la plasticité
synaptique; et un modulateur unique aura le plus souvent un effet conjoint sur plusieurs
cibles cellulaires et synaptiques. Au dela de ses effets immédiats, la neuromodulation a des
effets a long terme, et peut donner lieu a des changements de I'expression génétique, et de
I'architecture neuronale. Uhippocampe est sous I'action de neuromodulateurs variés (qui
peuvent aussi étre des NT), tels que les monoamines (dopamine (DA), noradrénaline (NA),
sérotonine (5-HT)), I'histamine, les purines (adénosine et adénosine triphosphate (ATP)), les
endocannabinoides, le monoxyde d’azote (NO) et certains neuropeptides (e.g. neuropeptide Y
(NPY), substance-PB, CCK, opioides, leptine, SOM, peptide intestinal vasoactif (VIP), ocytocine
(OT), arginine vasopressine (AVP), cortistatine, bombesine, thyrotropin-releasing hormone
(TRH)) (Cobb et Lawrence, 2010), mais c’est 'action cholinergique (i.e. liée a I'acétylcholine
(ACh)) dans I’hippocampe que nous développerons ici.

Lacétylcholine (ACh), premier NT découvert, est une amine synthétisée de la choline par
I'enzyme choline acétyltransférase (CoA). Elle estle NT principal libéré au niveau des jonctions
neuromusculaires par les motoneurones de la moelle épiniéere de tous les vertébrés. Elle joue
un réle principalement excitateur dans le SNC, ol son action est transmise par les récepteurs
nicotiniques (NAChr) ionotropes et les récepteurs muscariniques (mAChr) métabotropes,
ainsi originellement nommés selon leurs agonistes sélectifs, respectivement la nicotine et
la muscarine. UACh joue des réles importants dans les processus du développement, de
l'attention, de I’apprentissage et de la mémoire (Blokland, 1995; Fadda et al., 1996; Hasselmo
et Giocomo, 2006; Segal et Auerbach, 1997).

LACh est dégradée dans le milieu extracellulaire en choline et en acide acétique, par les
enzymes cholinestérases, représentées a 90 % dans le cerveau des mammiferes par I'acétylcho-
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linestérase (AChE) (Mortensen et al., 1998). UAChE, grace a une cinétique rapide de 'ordre de
la milliseconde, exerce un controle sur la transmission synaptique cholinergique (Massoulié
et al., 1993; Massoulié, 2002). De plus, elle permet de limiter le niveau d’ACh ambiant dans
le volume extracellulaire, prévenant ses effets toxiques. Ainsi, certains venins de serpent, les
gaz de combat (sarin, soman, gaz VX), mais aussi les pesticides organophosphorés sont des
inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (AChEi), irréversibles et toxiques. Aussi, on a constaté
une dégénérescence des neurones cholinergiques dans des pathologies telles que la maladie
d’Alzheimer (Arendt et al., 1983; Coyle et al., 1983; Giacobini, 2003), et toute une classe d’AChEi
réversibles ont été développés afin de maintenir le tonus cholinergique dans le cortex, dont
certains sont commercialisés comme le donepezil, la galantamine, la rivastigmine ou la tacrine
(Jann, 1998; Standridge, 2004).

1.8.1 Innervation cholinergique de ’hippocampe

Lentrée cholinergique principale de I'hippocampe est représentée par un large faisceau de
fibres empruntant la voie fornix/fimbria, dont les corps cellulaires sont situés dans le complexe
septum médian / diagonale de Broca (SM/DB). Cette voie, appelée voie septo-hippocampique
(VSH) forme des axones se ramifiant dans toutes les aires et toutes les couches de la forma-
tion hippocampique (Dutar et al., 1995). La VSH constitue une afférence importante dans la
fonction hippocampique, jouant le role de pacemaker sur I'activité des réseaux, contribuant
en particulier a la genese des oscillations théta, phénomeéne critique dans la formation de la
mémoire (Stewart et Fox, 1990; Buzsaki, 2002). Les terminaisons cholinergiques de la VSH
forment des synapses avec les PC et les IN (Frotscher et Léranth, 1985; Léranth et Frotscher,
1987). Pour autant, une large proportion de ces terminaisons ne s’associent pas a des com-
partiments postsynaptiques spécifiques, supportant I'idée d'une transmission cholinergique
duale : 'ACh dans 'hippocampe semble pouvoir agir comme un NT classique, donnant lieu a
une réponse rapide via des récepteurs nicotiniques (nAChr) postsynaptiques, mais les compar-
timents postsynaptiques spécifiques a I’ACh semblent rares (Yamasaki et al., 2010). Elle agirait
surtout comme neuromodulateur, issue de varicosités non synaptiques; d’ou elle est libérée
dans le volume extracellulaire pour activer a distance des mAChr a haute affinité. Il existe
aussi un petit nombre d’'IN cholinergiques dans '’hippocampe, dont la fonction précise reste
a déterminer, mais qui pourraient jouer le role d’amplificateur des entrées cholinergiques
extrinseques, et dont la disparition est observée dans la maladie d’Alzheimer (Frotscher et al.,
2000; Tricoire et Cea-Del Rio, 2007).

1.8.2 Récepteurs cholinergiques

Les récepteurs nicotiniques (nAChr) sont des multimeres composés de 5 sous-unités, for-
mant deux sites de liaison aux ligands sur les domaines extracellulaires, et arrangées sy-
métriquement autour d'un canal central cationique non sélectif. Dans le SNC, on trouve
principalement les formes hétéromérique (a4)2(f82)3 et homomérique (a7)s, et cette derniére
semble étre prépondérante dans I’hippocampe (Cobb et Davies, 2005). Les nAChr ont des
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cinétiques d’activation et de désactivation rapides, et sont tous perméables a Na* et a K*.
Les récepteurs a7 ont en outre la plus grande perméabilité a Ca®* (Drever et al., 2011), et se
désensibilisent fortement sous I'action d'une forte concentration de ligand (Papke et al., 2000).
IlIs sont exprimés dans divers types cellulaires, et compartiments subcellulaires, y compris
dans les terminaux présynaptiques glutamatergiques et GABAergiques (Giocomo et Hasselmo,
2005).

Les récepteurs muscariniques (mAChr) sont des récepteurs métabotropes, appartenant a la
famille des récepteurs couplés a la protéine G (RCPG), dont la structure typique est composée
de sept domaines transmembranaires (Peralta et al., 1987; Caulfield et Birdsall, 1998). Cinq
sous-types de mAChr ont été classifiés selon leurs ligands spécifiques et le type de messager
secondaire qu’ils activent : les récepteurs M, M3 et M5 sont couplés a la protéine-Gq, qui
active la PLC; M, et M4 sont couplés a la protéine-Gi, qui inhibe la production d’AMPc. Les
sous-types les plus exprimés dans le cerveau sont - dans I’ordre de leurs abondances relatives
- M, My, et M, alors que M3 et M5 sont rares (Volpicelli et Levey, 2004; Drever ef al,, 2011),
(Figure 1.11).
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Figure 1.11 — Représentation schématique de la distribution et de I’action des récepteurs nicotiniques

(nAChr) et des récepteurs muscariniques (mAChr) dans les neurones de 'hippocampe, d’apres Drever
etal. (2011).
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Un faisceau d’études a mis en évidence une grande diversité de la distribution neuroana-
tomique des mAChr dans I’hippocampe (Cortés et Palacios, 1986; Cortés et al., 1986; Levey
et al., 1995; OKki et al., 2005; Rouse et al., 2000, 1998; Rouse et Levey, 1996; Rouse et al., 1999;
Yamasaki et al., 2010). Un certain consensus suggérait que dans I’hippocampe, les récepteurs
M; et M3 seraient exprimés dans les PC, alors que M, et My seraient plus abondants dans les
IN, mais les données indiquent des profils d’expression plus complexes, spécifiques a chaque
classe d’IN. Cependant, il semble que 'action des M; /M3 soit associée a une augmentation de
Iexcitabilité intrinseque des cellules hippocampiques (Cole et Nicoll, 1984; Lawrence et al.,
2006), alors que M, /My agirait préférentiellement dans les compartiments présynaptiques en
inhibant la libération de NT des axones cholinergiques (Rouse et al., 1999) et glutamatergiques
(Hasselmo et Schnell, 1994; Seeger et al., 2004), ainsi que d’'IN GABAergiques (H4jos et al.,
1998). En particulier, I'étude de Yamasaki et al. (2010) a rapporté une expression abondante
du récepteur M; (M1r) dans les zones extrasynaptiques des dendrites et des épines, ainsi que
dans les corps cellulaires des PC de CA1, et un marquage faible ou absent dans les IN.

1.8.3 Effets physiologiques de la modulation cholinergique dans I'aire CA1

L'activation pharmacologique spécifique des nAChr provoque généralement une réponse
nulle ou faible dans les PC, et une dépolarisation transitoire dans une certaine population
d’IN (Frazier et al., 1998; McQuiston et Madison, 1999b). Les nAChr sont exprimés dans
les compartiments pré- et postsynaptiques des synapses du s.r. (Fabian-Fine et al, 2001),
et les nAChr présynaptiques semblent avoir une action sur la probabilité de libération de
certaines synapses, car 'application de nicotine diminue la fréquence des CPSE miniatures
glutamatergiques issus des fibres moussues et de la VP (Giocomo et Hasselmo, 2005).

En général, 'application exogene d’ACh aux PC provoque une dépolarisation nette du potentiel
de membrane, accompagnée par une augmentation de sa résistivité (Cole et Nicoll, 1984). Ces
effets résultent de 'activation des mAChr, et ont été observés par la stimulation des afférences
cholinergiques ou du noyau septal dans des tranches septohippocampiques (Cole et Nicoll,
1983; Madison et al., 1987; Morton et Davies, 1997; Segal, 1988). L'activation des mAChr module
une large gamme de conductances et de messagers secondaires, dont une inhibition du Iy
(canaux Kv7 ou KCNQ), du courant potassique PHP activé par le calcium Ipyp, du courant
de fuite Ijeo (Halliwell, 1990; Colino et Halliwell, 1993), du courant rectifieur entrant Ixr et
de VDCC (Toselli et al., 1989; Toselli et Lux, 1989a,b; Liu et al., 2006; Tai et al., 2006), ainsi
qu’'une activation des courants cationiques non spécifiques I (activé par I'hyperpolarisation)
et Icac (dépendant du Ca®*) (Cobb et Lawrence, 2010). Une dépolarisation comparable a
été observée dans la plupart des IN de 'hippocampe, mais avec une moindre diminution
de la résistivité membranaire (Parra et al., 1998; McQuiston et Madison, 1999a; Lawrence
et al, 2006). Lapplication d’agonistes mAChr provoque une augmentation de la fréquence
des décharges des O-LM et des PV-BC, accompagnée par une post-dépolarisation (PDP),
dépendantes de M; /M3 via 'activation de I¢4; et I'inhibition de Iy et Ipyp (Lawrence et al.,
2006). En particulier, les résultats de Gulledge et Kawaguchi (2007) et Dasari et Gulledge
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(2011) montrent une modulation biphasique de I'excitabilité intrinseque des PC, induite
principalement par M1r : une application focale d’ACh produit d’abord une hyperpolarisation
liée a la libération intracellulaire du calcium contenu dans le RE, et a I'activation subséquente
de canaux potassiques Ca?*-dépendants (canaux SK), suivie d'une dépolarisation et d'une
perte de la propriété de régulation de la fréquence de décharge, suggérant une diminution
du courant-M (I) (Brown et Adams, 1980; Suh et Hille, 2002; Winks et al., 2005). L'activation
muscarinique facilite la rétropropagation des PA du soma vers les dendrites (Gulledge et al.,
2009), et induit la mobilisation du calcium intracellulaire (Power et Sah, 2002; Cobb et Davies,
2005). Exprimés dans les terminaux glutamatergiques des CS, les récepteurs M, (M2r) et/ou
les récepteurs My (M4r) diminuent leur probabilité de libération, vraisemblablement par
I'inhibition de VDCC de type N (Qian et Saggau, 1997; Seeger et al., 2004; Dasari et Gulledge,
2011). Un effet similaire, mais d’amplitude moindre se produirait dans les terminaux de la
VP (Hasselmo et Schnell, 1994), suggérant que 'effet muscarinique présynaptique tendrait
a amplifier différentiellement le poids des afférences sensorielles (i.e. de la VP) au profit des
récurrences intrahippocampiques (i.e. les CS) (Giocomo et Hasselmo, 2007).

Globalement, la fonction de la transmission cholinergique est d’accroitre I'excitabilité et la
synchronicité des réseaux glutamatergiques hippocampiques (Cole et Nicoll, 1983; Dutar
et al., 1995), par la modulation de conductances ioniques, de messagers secondaires acti-
vant la mobilisation du calcium intracellulaire (Power et Sah, 2002). Elle accélere aussi la
conduction des dépolarisations dendritiques (Gulledge et al., 2009), ce qui suggere un role
dans I'intégration du signal et la plasticité synaptique. En effet, un ensemble de résultats tend
a montrer que 'ACh (en particulier via M1r) peut moduler ou induire la LTP dans les synapses
issues des CS (Auerbach et Segal, 1994, 1996; Shinoe et al., 2005; Ferndndez de Sevilla et al.,
2008), et que I'effet sous-jacent serait lié a une augmentation de la composante NMDA dans
les PPSE (Marino et al., 1998; Markram et Segal, 1990a,b), et a 'activation des Extracellular
signal-Regulated Kinases (ERK) (Berkeley et al., 2001; Hamilton et Nathanson, 2001). Ce lien
entre la transmission cholinergique et la plasticité synaptique semble d’autant plus probant
qu’ils affectent tous les deux I'activité oscillatoire dans I'hippocampe. Ces oscillations, cor-
respondant a I'activation synchrone de populations de neurones, sont reconnues comme
fondamentales dans la formation de la mémoire associative (Buzsdki, 2002) et le codage de
I'information dans les structures neuronales (O’Keefe et Recce, 1993). Linfusion de carbachol
(CCh) induit des oscillations dans les bandes de fréquence théta (6, 4-8 Hz) et gamma (y,
30-100 Hz) dans des tranches d’hippocampe, (MacVicar et Tse, 1989; Fisahn et al., 1998, 2002;
Fellous et Sejnowski, 2000), et module positivement I'induction et 'amplitude de la LTP dans
les synapses de '’hippocampe (Shinoe et al., 2005). Le développement de stratégies phar-
macologiques orientées vers la rectification des anomalies de 1'activité oscillatoire associées
aux maladies du SNC représente une voie de recherche prometteuse : la compréhension et
la caractérisation des « oscillopathies » est susceptible d’avoir un impact significatif dans le
traitement des dysfonctions corticales.

Dans cette partie consacrée a la revue et a la synthése des données issues de la bibliographie,
nous avons détaillé les principaux éléments permettant de comprendre les aspects structurels
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et fonctionnels caractérisant ’hippocampe. Un tel travail de déconstruction est nécessaire a
la compréhension des phénomeénes neuronaux, et nous verrons dans les chapitres suivants
que ces éléments constituent les données de base pour la construction des modeles. Ainsi
les chapitres de la partie suivante vont étre dédiés a I’explication des méthodes et outils de
modélisation et de simulations mis en ceuvre dans mon travail, ainsi qu’a la présentation de
différents modeles et du processus permettant leur validation, a différentes échelles.
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Les connaissances accumulées sur les propriétés structurelles et fonctionnelles de I'hippo-
campe ouvrent un vaste espace aux études en modélisation et en simulation. Les méthodes et
outils associés s’adressent a différentes échelles, couvrant d'une part les mécanismes molé-
culaires et biochimiques au niveau subcellulaire et cellulaire, et d’autre part les aspects plus
abstraits du traitement de 'information par les réseaux. Le travail mené par Rhenovia Pharma,
résolument orienté vers la découverte de médicaments, nécessite le développement de mo-
deles conservant un haut niveau de détails biologiques, afin d’étre capable d’observer les
mécanismes fins régissant le fonctionnement des cellules dans les conditions physiologiques
et pathologiques. Les méthodes et les outils employés dans ce travail, et décrits dans ce cha-
pitre, permettent ce type d’approche, et visent a intégrer les mécanismes subcellulaires dans
des modeles a I’échelle des neurones et des circuits, tout en préservant le réalisme biologique
des phénomenes microscopiques. Ainsi, les approches computationnelles de plus haut niveau
d’abstraction, permettant de traiter les principes d’encodage et de décodage de I'information
au niveau des populations neuronales et des circuits a grande échelle ne seront pas abordées
ici, mais on pourra les considérer comme des extensions possibles de I'approche mécanistique
détaillée ci-apres (Dayan, 2005; De Schutter, 2009).

2.1 Approche générale de modélisation

De maniere générale, la modélisation est d’abord un processus intellectuel, visant a com-
prendre le comportement observé d'un systéme. Elle permet de formaliser, de valider et
d’affiner des intuitions, d’établir des relations de causalité, de simplifier des phénomenes
complexes en mécanismes élémentaires, de séparer les propriétés spécifiques des principes gé-
néraux, et éventuellement de produire des prédictions sur les propriétés ou le comportement
du systeme.

La premiere phase de ce travail consiste a intégrer un ensemble de connaissances acquises
sur le systéme, puis a en extraire et a formuler les concepts de base supposés expliquer son
comportement. La formulation d'un modele conceptuel nécessite peu d’outils et s’établit
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surtout par la pensée, éventuellement aidée d'un papier et d'un crayon. Cette étape peut suffire
pour aborder et traiter un certain nombre de problémes, mais trouve ses limites des lors que le
systéme qu’on souhaite comprendre est complexe. Si le nombre d’'unités qui le composent est
grand, si des phénomenes multiples et/ou imbriqués régissent son comportement, ou lorsque
les propriétés qui en émergent semblent échapper a la logique ou a des lois connues, alors une
formulation plus complete et objective peut étre requise. Dés cette étape, on choisit le niveau
d’abstraction du modele. La formulation d'un modéle a haut niveau d’abstraction permet de
reproduire et de prédire les propriétés générales du systeme, mais avec des hypothéses fortes
sur les mécanismes sous-jacents. A l'inverse, dans une approche mécanistique, on s’intéresse
avant tout aux causes des phénomenes observés, et il est important de rester au plus pres
de la réalité biophysique, en conservant un haut niveau de détails quant aux mécanismes
élémentaires microscopiques. Pour autant, un modeéle, méme détaillé, repose par essence sur
un ensemble d’hypothéses permettant de comprendre le systéme, et il n’est pas souhaitable
d’accumuler systématiquement la complexité, pour des raisons pratiques de simulation, mais
aussi pour des raisons intellectuelles d’exploitabilité du modele.

La phase suivante consiste a préciser la définition du modele conceptuel, afin d’aboutir a
un modéle numérique simulable. Les mathématiques permettent d’établir une description
formelle, précise et objective des lois régissant les mécanismes composant le systéme, et les
outils de programmation informatique et de calcul numérique permettent de transformer ces
équations en code exécutable par un ordinateur.

Ce travail s’accompagne de la formulation des questions qui se posent sur le systéme, et des
hypotheses que I'on souhaite tester grace au modele. Une premiére catégorie de questions
participe a la validation du modéle : est-il capable de reproduire un certain nombre d’effets
caractéristiques connus du comportement du systeme ? Pour répondre a cette catégorie
de questions, on dispose d'un ensemble de données expérimentales, dites validantes, qui
permettent de contraindre le modele, dans sa structure, dans les hypotheses qu'il contient,
et dans les valeurs des parametres qui le définissent. En outre, des choix de modélisation
doivent étre faits, concernant l'intégration ou non d'un certain niveau de détails, ou de certains
éléments du systéme ou de son environnement.

Souvent, la décomposition du modéle en sous-structures dont on connait mieux les caracté-
ristiques est nécessaire. Progressivement et itérativement, on ajuste et on valide les structures
et les parametres des modeles : mécanismes élémentaires, sous-systéemes et systéme global.
Cette phase d’ajustement et de validation implique la recherche des valeurs de parameétres
et la reproduction de protocoles expérimentaux et de leurs résultats par simulation. Au fil
des itérations, on critique et on réajuste les modeles, on recherche et on intégre de nouvelles
données validantes afin d’aboutir a un ensemble de modeles descriptifs, validés transversale-
ment, selon différents criteres et sous différents angles. A I'issue de cette étape, on connait
les hypotheses et les limites du modele, et on lui attribue un niveau de confiance satisfaisant.
Ces différentes phases se basent sur le jugement critique de I'expert, tolerent les hypotheses,
les essais et les erreurs, et supposent une connaissance fine du systéme, ainsi que des com-
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posantes, hypothéses et limites de son modéle. En biologie et en neurosciences, ce travail
suppose une humilité particuliére : les différences inter-espéces, les variations entre les sujets,
le caractere évolutif et plastique des systémes étudiés et les profondes modifications induites
par les pathologies donnent lieu 2 de nombreux paradoxes, a des résultats variables voire
contradictoires, a des concepts mouvants. De plus, I'expérimentation requiert d’élaborer des
protocoles complexes, ou les techniques de mesure modifient ou perturbent le systeme étudié,
et ne permettent souvent qu'une observation indirecte de son comportement. En outre, a
la différence d’'une démarche technologique ol la fonction du systéme, méme complexe,
est spécifiée dés les départ, donnant de fait des contraintes au modele; la biologie et les
neurosciences procedent par hypotheses sur les fonctions des systemes observés, ot les liens
entre les mécanismes cellulaires et les propriétés émergeant de leurs interactions sont le plus
souvent mal connus.

Sur la base d’'un ensemble de modeles descriptifs ayant acquis un degré de validation suffisant,
et d'implémentations simulables de leurs équations, on peut poser de nouvelles questions
au modele, lui donnant alors une fonction prédictive. Sans oublier les hypotheses sur lequel
il repose, une large gamme d’expérimentations virtuelles s’offrent au chercheur. On peut
explorer diverses valeurs de parametres, simuler des expériences difficiles voire irréalisables
en laboratoire, inclure ou omettre des mécanismes, dans le but de tester des hypotheses
de fonctionnement ou des configurations spécifiques, d’éclaircir des relations de causalité,
d’évaluer les facteurs critiques dans la fonction physiologique, ou encore d’identifier les leviers
pouvant mener a des comportements pathologiques.

En syntheése, les différents éléments qui composent le processus de modélisation sont les
suivants, et se basent en continu sur un travail d’approfondissement des connaissances
générales, de veille documentaire de collecte de données validantes :

. Proposition d'un modele conceptuel expliquant le comportement du systeme.

. Formulation des questions adressables au modele.

. Décomposition du modele conceptuel et spécification en sous-ensembles élémentaires.
. Formulation mathématique et implémentation informatique des modeles.

. Identification des parametres, simulation et validation des modéles élémentaires.

. Intégration des modeles élémentaires : validations incrémentales et transversales.

i >IN S) B C SR SR

. Expérimentations numériques (tests d’hypotheses, exploration paramétrique, effets de
composés pharmacologiques, etc.).

[e<]

. Analyse et interprétation des résultats, formulation de prédictions.

9. Validation ou invalidation des prédictions, critique et revue des modeles (conceptuels,
mathématiques, numériques).

10. Formulation de nouvelles hypothéses, recherche et/ou ajout de nouvelles connaissances
aux modeles.

A l'évidence, un tel travail est multidisciplinaire : 'approfondissement des connaissances
sur les systémes biologiques, le raffinement et la complexité des techniques expérimentales
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permettant de mettre au jour les comportements fins des cellules, mais aussi le degré des
expertises scientifiques nécessaires a la formulation mathématique des modeles et a la mise
en ceuvre des techniques de calcul numérique, imposent la mise en commun de compétences
multiples. Ainsi, les travaux présentés ici s’appuient naturellement sur des éléments prélevés
a la littérature de différents domaines, ainsi que sur les recherches et les développements
effectués par les membres de I’équipe de Rhenovia Pharma, au cours des différents projets
qu’elle a mené (Greget, 2011; Sarmis et al., 2013). Ils ont aussi nécessité un important inves-
tissement personnel dans la compréhension des systemes biologiques, de la physique, de la
chimie et des mathématiques permettant leur modélisation, ainsi que des techniques et les
technologies informatiques associées a la simulation.

2.2 Duformalisme de Hodgkin et Huxley aux modeles cinétiques

Plusieurs formalismes ont été proposés pour décrire I'activité des neurones biologiques. Selon
le phénomene que I'on tente de reproduire, et les échelles d’espace et de temps dans lesquelles
il s’inscrit, plusieurs options se présentent. Le choix d'une option ou d'une autre dépend en
grande partie de la possibilité de déterminer les valeurs des parametres du modele, de les
contraindre par un ensemble de données expérimentales validantes, ainsi que de la complexité
de ses équations, qui influencent les ressources calculatoires et les temps de simulation requis
pour déterminer une solution.

2.2.1 Modeéeles de Hodgkin et Huxley

Un formalisme fondamental a été établi par Alan Lloyd Hodgkin et Andrew Huxley en 1952,
afin de décrire I'électrogenese et la propagation des potentiels d’action (PA) dans I’axone
géant de calamar (Hodgkin et Huxley, 1952), travaux pour lesquels ils ont recu le prix Nobel de
médecine en 1963. Le modele de Hodgkin et Huxley (HH) représente chaque portion de la
membrane d'une cellule excitable par un circuit électrique équivalent (Figure 2.1). Le modele
original ne prend en compte que les conductances sodiques et potassiques nécessaires a
la modélisation du PA de I'’axone, mais peut étre adapté a diverses conductances ioniques,
selon les équations (2.1) a (2.5). Ainsi, on peut étendre ce formalisme a tout type de dendrite
ou d’axone, en intégrant les termes de diffusion électrotonique du potentiel dans [l’équation
du cdble (cf. section 2.5, équation 2.12), et y appliquer un schéma de discrétisation pour en
calculer la solution numérique (Carnevale et Hines, 2006).

Cpn 2D _ 5~ 1y ) @1
T
L) = Gi.mP.h9.n" (Vi () — E2) 2.2)
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ol V,,, est le potentiel de membrane (i.e. la tension entre les milieux extra- et intracellulaires),
C, est la capacité spécifique de membrane, I; est le courant ionique spécifique a chaque
canal i, g; est sa conductance maximale, E; son potentiel de réversion. m, n et h sont les
variables d’état représentant la cinétique des transitions d’état du canal nécessaires pour
s’ouvrir et se fermer (gating variables) ; et p, g, r représentent le nombre de ces transitions. Les
variables d’état sont gouvernées par des cinétiques du premier ordre dans des formulations
équivalentes (2.3) ou (2.4).

dx(t
;(t) = ax(Vi).(1=x(8) = Bx(Vin).x(£), x=m,h,n (2.3)
ax(®) = xoo(Vm)—x(t)y x=m,h,n, avec: (2.4)
dt Tx(Vin)
X (V) = —%x Vo) (V) = 1 2.5)
T (V) + B (Vi) T @y (Vi) + B (Vi) '

ou les fonctions X (V) et Tx(Viy), ou ax(Vy,) et (Vi) de (2.5) peuvent étre déterminées
empiriquement et approximées par des fonctions de Boltzmann ou des gaussiennes.
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Figure 2.1 - Circuit électrique représentant la membrane dans le modéle de Hodgkin et Huxley original,
d’aprés Hodgkin et Huxley (1952). La différence de potentiel E entre les milieux intra- (inside) et
extracellulaires (outside) est établie par la membrane cellulaire formant une capacité Cy;. Les courants
sodiques Ina, potassiques I, et de fuite I}, s’établissent par des conductances fixes (Ry) ou variables
(Rna, Rx), aux bornes de générateurs de tension représentant les potentiels de réversion (Ena, Ex, Er)
des canaux considérés.
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2.2.2 Modeéeles cinétiques

De maniére générale, les systemes biologiques sont constitués d’entités qui se transforment
par des réactions biochimiques, se déplacent entre les compartiments cellulaires, et lorsqu’il
s’agit de protéines, changent de conformation en fonction des parametres physico-chimiques
de leur environnement. La biologie systémique vise a intégrer ces différents processus et a
étudier les propriétés émergentes des systemes complexes qu’ils constituent. Approcher la
physiologie du neurone par ses aspects fonctionnels généraux, et y intégrer les phénomenes
microscopiques permettant de comprendre les effets de composés pharmacologiques consti-
tuent 'essence du travail mené ici. Une approche permettant de réaliser cet objectif consiste
a décrire les protéines qui constituent les récepteurs, les canaux ioniques, les enzymes, etc.
par leurs états conformationnels, et les réactions biochimiques par des transitions entre ces
états. Les fluctuations de la protéine entre ses différents états conformationnels suivent des
processus stochastiques qui peuvent étre représentés par des chaines de Markov a espace
d’états discrets, sous ’hypothese principale que la probabilité d'une transition est déterminée
entierement par I'état présent, indépendamment des états passés. Ce paradigme est classique-
ment appliqué aux réactions chimiques en général, y compris aux réactions biochimiques
catalysées par des enzymes et décrites par I'équation de Michaelis-Menten, et donne lieu
a ce qu’'on on appelle des modeles cinétiques ou Kinetic Models (KM) (Resat et al., 2009).
Directement dérivés de la notation des réactions chimiques, les KM décrivent I'existence des
différents états de la matiere, et des flux qui s’opérent entre eux. Dans un systéme fermé, la
matiére est conservée et la somme totale des flux s’annule. La notion d’état et I'unité des flux
dépendent alors du contexte : il peut s’agir d'une quantité de matiére, d'une masse, d'une
densité surfacique ou d'une concentration, ou bien encore de la probabilité d’existence de
I’état d’'une particule donnée (e.g. état conformationnel d’'une protéine). Un exemple simple
consiste a représenter la liaison d'un récepteur R a son ligand L, formant le complexe RL :

kon
R+ L=—RL (2.6)

Kot

ol R et RL sont homogenes a des probabilités, L est homogene a une concentration, ko,
et kogr sont les cinétiques d’association et de dissociation, homogenes a M1sheta (s,
respectivement, et liées a I'affinité de L pour R (constante de dissociation kp = kyst/ kon). Ce
type de transition élémentaire peut étre caractérisé expérimentalement par la technique du
patch-clamp, pour un canal ou un récepteur-canal (Schorge et al.,, 2005), et le KM peut étre
simulé par des algorithmes stochastiques tels que la méthode de Gillespie (Gillespie, 1977;
Resat et al., 2009).

Pour un nombre plus important de récepteurs, on peut considérer les états comme ayant une
probabilité d’existence, et utiliser une formulation continue du probléme, qui se pose dans
notre exemple sous la forme du systéme d’équations différentielles ordinaires (EDO) (2.7),
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dont I’évolution temporelle peut étre calculée par un algorithme numérique (section 2.3).

R
X
RL

Les modeles issus du formalisme de HH sont en fait assimilables a des KM : les variables d’état
x sont vues comme des portes d’activation et d’inactivation, dont le nombre détermine les
différents états du KM, et les fonctions de transition a,(V},) et Bx(Vy,) sont les cinétiques
de transition (Destexhe ef al., 1994). Cette formulation est essentielle pour pouvoir intégrer
I'action de molécules pharmacologiques sur ces canaux, car la caractérisation directe de la

d

dt

R
RL

- kon-L koff
kon-L - koff

2.7

sensibilité des variables d’état du modele de HH a la concentration de la molécule est peu
aisée. Bien que les nombres de parametres et d’états soient susceptibles d’étre augmentés, des
méthodes permettent I'identification des parametres, et la réduction des temps de calcul (Fink
et Noble, 2009). En prenant I'exemple du canal sodique, comportant une variable d’activation
m a trois transitions, et une variable d’'inactivation # a transition unique (p = 3 et q = 1 dans
(2.2)), Thomas et Petrou (2013) ont développé le KM équivalent, et intégré les effets des
médicaments antiépileptiques (MAE) phénytoine et carbamazépine. Ces composés ont une
activité « usage-dépendante », en se liant préférentiellement sur les canaux dans leurs états
inactivés (I;), ce qui revient a ajouter au KM des états représentant leurs probabilités de liaison
au canal (Figure 2.2).
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= = =
mc —ﬁ mo 3 m 2 2Bm 1 3Bm
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Figure 2.2 — Equivalence entre le modéle de HH et le KM pour le Navl.2 (cadre gris) et ajout de
I'interaction avec la phénytoine (cadre rouge), d’aprés Thomas et Petrou (2013). Les variables d’état
m et h peuvent étre dans I'état fermé (¢, he) ou ouvert (me,h,), et le produit m3.h détermine la
probabilité d’ouverture du canal. Pour reproduire cette stoechiométrie, 3 états fermés C;, 4 états
inactivés I; et un état conducteur O sont nécessaires, avec des probabilités de transitions égales a
(3:2:1).am et (1:2:3).6m dans le sens de I'ouverture. Lintégration des effets d'un composé D se liant
exclusivement aux états inactivés (e.g. phénytoine ou carbamazépine), consiste a ajouter les états et les
transitions élémentaires correspondants (ap, fp), selon des schémas du type (2.6).
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2.3 Résolution de systemes d’équations différentielles ordinaires

Une équation différentielle (ED) est une formulation mathématique permettant de décrire les
relations entre une ou plusieurs fonctions inconnues et leurs dérivées. Les ED constituent les
modeles mathématiques de nombreux systémes physiques et biologiques, et leur résolution
permet de prédire I’évolution de ces systemes au cours du temps a partir de leur état initial.
On distingue les équations différentielles ordinaires (EDO), ou la fonction recherchée dépend
d’une variable indépendante unique (e.g. le temps), et les équations aux dérivées partielles
(EDP), plus générales, ou la fonction dépend de plusieurs variables indépendantes et ou
interviennent ses dérivées partielles. Ces derniéres sont utiles par exemple pour décrire les
phénomeénes de propagation (e.g. équation de la chaleur, équation du cable, cf. section 2.5 et
équation 2.12).

Les KM tels que le schéma (2.6) définissent des systemes d’EDO tels que (2.7), dont la solution
analytique peut étre calculée a partir des conditions initiales et pour une concentration donnée
de ligand L. Dans les cas d’usage, en particulier lorsque le nombre d’états et d’'interactions
augmente, et que certains parametres sont des fonctions du temps, la solution doit étre
déterminée par des algorithmes de résolution numérique. Ces algorithmes reposent sur la
discrétisation de la variable temps, et déterminent de proche en proche I’état du systeme au
pas de temps suivant ¢ + At, a partir de I’état courant, en utilisant une approximation locale
de la fonction par sa décomposition en série de Taylor.

En notation vectorielle, un systéme d’EDO s’écrit
/
y =y, ylo) =y (2.8)
olly= (yl,...,yn)T et f:RxR" —R".

Pour déterminer une approximation de la solution de (2.8) de #, a T, on subdivise I'intervalle
[to, T] en sous-intervalles d’extrémités 1y < ; < ... < ty = T, onnote h, = t,,+1 — t, et on calcule
I'approximation y, = y(t,) par une formule de type:

Yn+1 = Yn+ hy x @(ty, yn, hy) (2.9)

De maniere générale, les méthodes numériques reviennent a I’approximation du calcul d'une
intégrale, car on peut écrire :

thth
Yty +h) =y(ty) +f f,y(@)dr (2.10)
In

La méthode la plus simple, dite méthode d’Euler, consiste a supposer la fonction y linéaire au
voisinage de ?,, et a n'utiliser que le premier terme de sa décomposition en série de Taylor :

Yne1 = Yn+ hp x f(tn, yn) (2.11)
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Ce schéma d’intégration, bien qu’imprécis et numériquement instable, permet de comprendre
la mécanique générale a |’ceuvre dans les algorithmes d’intégration.

Une premiere idée pour 'améliorer consiste a approcher le calcul de 'intégrale dans (2.10)
par une formule de quadrature d’ordre plus élevé, et une seconde idée consiste a insérer des
points de calcul intermédiaires entre ¢, et f,+1. Les développements en ce sens ont donné lieu
a diverses formules, généralisées au début du 20° siecle sous le terme générique de méthodes
de Runge-Kutta (Butcher, 1996). Une troisieme idée, déja développée par Adams en 1855,
consiste a utiliser I'information tirée du calcul de plusieurs pas précédents y,, mais aussi
(¥n-1, ¥n-2, ...) pour le calcul du pas suivant, donnant lieu aux méthodes multipas (Hairer,
1993).

Ces différentes méthodes utilisent une approximation polyndémiale de la dérivée, prise au
temps t; pour calculer la solution a #,+;, mais une quatrieme idée consiste a utiliser ce
polynéme pour estimer la dérivée au temps t,+1. Les méthodes de cette catégorie sont dites
implicites, car elles requierent une estimation de la dérivée future, et sont numériquement
plus stables que les méthodes explicites. Les méthodes de Runge-Kutta et multipas peuvent
étre formulées de maniere implicite, et les formules dites Backward Differentiation Formulas
(BDF) sont tres répandues (Hairer et Wanner, 1996).

Enfin, une derniére idée consiste a ajuster le pas de temps d’intégration aux cinétiques locales
de variation du systéme. En effet, la précision et la stabilité du calcul reposent en grande partie
sur I'adéquation entre le pas de temps et la dynamique du systeme. Sur la base du calcul
de I'erreur locale d’intégration, en utilisant par exemple deux méthodes emboitées d’ordres
différents, il est possible d’estimer si le pas de temps est suffisamment petit, ou s’il doit étre
réduit, pour maintenir I'erreur locale inférieure a une tolérance fixée.

Ces différentes techniques sont le fruit d'une longue histoire et permettent de couvrir un large
ensemble de problémes : 'emploi d'une méthode ou d'une autre dépend notamment de la rai-
deur (stiffness) du systeme (Hairer et Wanner, 1996). Cette notion, quoique vaguement définie,
caractérise 'hétérogénéité des vitesses de variation des différentes variables du systéme. Un
systéme ou toutes les constantes de temps sont du méme ordre sera dit peu raide, alors qu'un
systeme montrant des variations brusques de ses variables, dues a ses propriétés intrinseques,
ou aux variations de ses entrées, aura un comportement dit raide. Les méthodes explicites
sont numériquement plus faciles a calculer, et donneront de bonnes performances pour des
systemes peu raides ou peu perturbés, en particulier si on y adjoint un algorithme d’adapta-
tion dynamique du pas de temps. En revanche, 'emploi de schémas implicites, quoique plus
lourds numériquement, est souvent requis pour maintenir la stabilité de la solution lors du
calcul de systemes possédant une vaste gamme de pas de temps et soumis a des perturbations.

La comparaison de différentes méthodes d’'intégration a fait I’objet d’un travail extensif, et
les différentes options ont été développées et expliquées en détail dans les travaux publiés
et les theses réalisées a Rhenovia Pharma (Greget, 2011; Sarmis et al., 2013; Sarmis, 2013). La
performance du calcul, aussi bien en termes de rapidité que de stabilité, est cruciale dans
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le processus de modélisation, en particulier lors des phases d’ajustement et de validation,
qui requiérent souvent un grand nombre de simulations. Le choix du type d’algorithme
et son paramétrage fait appel a 'expertise du développeur, et dépend du type de modele
implémenté, mais le choix d’algorithmes a pas variables, et de schémas implicites (e.g. BDF)
sont des options efficaces pour les modeles que nous développons, ou des constantes de
temps inférieures a la milliseconde cotoient des constantes de temps supérieures a la minute.

2.4 Modélisation et simulation aI’échelle moléculaire et synaptique

En biologie systémique et en neurosciences computationnelles, la principale tache consiste a
recueillir les informations issues de la biologie, a proposer un modele mathématique capable
d’intégrer ces informations, et a le valider afin de reproduire en simulation les comportements
réels observés. Ce processus est itératif dans la mesure ot le corpus de connaissances est
en partie mouvant, et ou les données dépendent largement des conditions expérimentales.
Ainsi, les modeles doivent évoluer constamment pour intégrer toutes ces conditions et suivre
I'évolution des connaissances. Il est donc important de disposer d'un ensemble de techniques
de travail permettant de rendre efficace la construction, I’extension, la mise en équation, et la
simulation des modeles, mais aussi la capitalisation des données expérimentales validantes et
des résultats de simulation.

Pour répondre a ces besoins d’intégration, d’'extensibilité et de pérennité des modeles, la
communauté scientifique a proposé et mis au point un certain nombre de langages stan-
dards. Le langage Systems Biology Markup Language (SBML) s’est établi sur ces objectifs,
en permettant de représenter, indépendamment d'un logiciel précis, différentes classes de
phénomeénes biologiques, y compris les voies de signalisations métaboliques, les réseaux de
régulation génétique, et les KM tels que nous les avons décrits en section 2.2 (Hucka et al.,
2003). SBML est un format standard libre et ouvert, basé sur une syntaxe EXtensible Markup
Language (XML), pris en charge par de nombreux logiciels !. Le travail de normalisation de
SBML s’est étendu a la création d'une représentation graphique Systems Biology Graphical
Notation (SBGN) (Novere et al., 2009) et d'une ontologie (Krause et al., 2010) standardisées.
La bibliothéque ouverte Biomodels? regroupe et propose des milliers de modeles SBML a la
communauté.

Dans ce contexte, afin de bénéficier de la richesse de la communauté tout en disposant d’outils
optimisés pour ses besoins, Rhenovia Pharma a développé ses propres outils et plateformes
de modélisation et de simulation, basés entre autres sur SBML, sous I'appellation RHENOMS.
Les travaux présentés ici n’ont pas uniquement consisté a utiliser ces logiciels, et j'ai aussi
contribué a leur spécification, leur développement et leur amélioration.

Dans sa version 1, RHENOMS est constitué : i) d'un ensemble d’outils destinés aux concep-
teurs, permettant d’analyser des modeles SBML, de les connecter entre eux, de les simuler

1. http://sbml.org
2. www.biomodels.net
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pour les convertir dans le langage de programmation généraliste Java une fois validés, et ii)
d’'un logiciel destiné a I'utilisateur final, regroupant les différents éléments constitutifs d'un
modele intégré de synapse (Figure 2.3).
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Figure 2.3 - Exemples de panneaux de 'interface de RHENOMS V1 permettant de configurer le modele
de synapse (A) et de visualiser les résultats de simulation (B).
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Développé en collaboration avec I’ University of Southern California (USC), le logiciel intégré
RHENOMS V1/EONS permet de mener simplement et de maniére interactive des expériences
numériques (Bouteiller et al., 2006; Ambert et al., 2010; Greget, 2011; Hu et al., 2014). Afin
de tirer parti de ressources de calcul parallele, et de logiciels existants comme NEURON
(Hines et Carnevale, 1997; Carnevale et Hines, 2006), j’ai participé au développement d'une
méthode permettant de distribuer le calcul des modeéles synaptiques en parallele sur plusieurs
unités de calcul, communiquant a chaque pas de temps avec le modele neuronal, en utilisant
I’Application Programming Interface (API) python de NEURON, et 'implémentation en Java
de la bibliothéque Message Passing Interface (MPI).

Le développement de RHENOMS s’est poursuivi, en partie sur de nouvelles bases, dans sa
version 2. Jusqu'alors, I'implémentation initiale des modeles SBML s’effectuait a I'aide de
logiciels-tiers comme CellDesigner (Kitano et al., 2005; Funahashi et al., 2006), et il a été décidé
de concevoir un logiciel afin d’avoir le contréle de I'ensemble du processus de conception des
modeles. Ainsi, j’ai contribué a spécifier RHENOMS V2 comme un logiciel intégré permettant :
— d’implémenter et d’'importer des KM élémentaires selon le standard SBML,
— de connecter les KM élémentaires et d’exploiter la notion de compartiment du SBML
pour constituer des modéles multi-échelles,
— de simuler les modéles et les tests, de sauvegarder et d’afficher les résultats numériques
dans une interface d’analyse,
— d’effectuer des expériences numériques complexes, telles que des balayages (batches),
des études de sensibilité et d’optimisation paramétriques,
— de construire des bibliothéques de validations, afin de capitaliser et de réutiliser les
tests, les résultats et les documentations associés,
— de proposer une interface efficace pour les concepteurs de modeles, par la création
d’une interface en ligne de commande (console),
— de proposer une interface utilisable par des utilisateurs finaux exploitant les modéles.

Aussi, son fonctionnement et son utilisation s’articulent autour de différentes phases :
i) la phase de conception, qui consiste a construire le modele et le fichier SBML;

ii) la phase d’élaboration, qui consiste a analyser le fichier SBML et a construire explicite-
ment le systéme d’équations du modele dans un code exécutable;

iii) la phase de simulation, qui inclut le choix, le paramétrage et I'exécution de 'algorithme
d’intégration;

iv) la phase d’analyse, permettant le chargement et I’analyse des résultats (post-processing).

La phase de conception s’appuie sur une interface implémentée en Java, et s’'organise en diffé-
rents panneaux, permettant de visualiser 'arborescence des modeéles, de gérer la bibliotheque
des modeles, d’éditer le modele et d’effectuer les opérations en mode console (Figure 2.4).
Lors de cette phase, I'utilisateur crée les différents éléments du modele (especes, parametres,
réactions, équations, événements), que le logiciel traduit a la volée en code SBML, grace a la
bibliotheque LibSBML (Bornstein et al., 2008). Les phases suivantes s’appuient plus largement
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Figure 2.4 - Exemples de panneaux de I'interface de RHENOMS V2 permettant de structurer les
compartiments du modele dans un arbre (A), de capitaliser les modéles en bibliotheques (B), d’éditer
les éléments du modele en mode console (C) ou interface (D).
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sur le langage Python, car il offre une grande richesse de ressources dédiées au calcul scienti-
fique et a 'analyse numérique en général (paquetages Numpy, Scipy, Matplotlib !, etc.). De
plus, Python s’interface particuliérement bien avec le langage C (via le paquetage Cython 2),
des bibliotheques standard d’algorithmes d’intégration (e.g. CVode 3, la bibliothéque de calcul
parallele MPI (MPI4py4), ainsi qu’avec le logiciel NEURON (cf. section 2.5).

Ainsi, et sans entrer dans de trop amples détails techniques, la phase d’élaboration conduit a
la création de code Python contenant la traduction en équations du modeéle SBML. La phase
de simulation met en ceuvre les algorithmes d’intégration pour effectuer des simulations
simples et des études paramétriques (batches, études de sensibilité et de stabilité, optimisa-
tions), exploitant éventuellement des ressources de calcul distribuées via MPI. Enfin, la phase
d’analyse permet d’effectuer 'ensemble des analyses graphiques nécessaires a I’exploitation
des résultats de simulation (graphes 2D/3D, approximation par des fonctions de Hill et dé-
termination automatique des concentrations efficaces (e.g. concentration efficace médiane
(ECsp), concentration inhibitrice médiane (IC5p)) de composés, etc.). Enfin, les fichiers SBML
peuvent étre directement exportés au format NMODL et intégrés au logiciel NEURON, dont
nous allons apporter une breve description dans la section suivante.

2.5 Modélisation et simulation al’échelle neuronale et du microcircuit

Gréce a la norme SBML, aux ressources associées, et au logiciel RHENOMS que nous venons
de décrire, Rhenovia Pharma dispose d'un ensemble d’outils permettant de construire des
bibliotheques de modeles, dont I'échelle s’étend de la molécule a la cellule, incluant les
propriétés fonctionnelles des protéines (e.g. récepteurs ionotropes et métabotropes), les
réactions biochimiques en général, les voies métaboliques, etc.. Ces outils nous ont permis de
reconstruire des modeles complets et détaillés de la physiologie de plusieurs types de synapses
(i.e. glutamatergiques et GABAergiques), mais leur champ d’application ne se restreint pas a la
neurophysiologie. Dans le contexte des neurosciences computationnelles, un certain nombre
de logiciels et de bibliothéques informatiques permettent d’'implémenter et de simuler des
modeles dont I'échelle s’étend de la synapse aux réseaux de neurones. Une revue de ces
principales ressources est fournie par Gleeson et al. (2010), et c’est le logiciel NEURON qui a
retenu notre choix pour le traitement des problémes a 1'échelle cellulaire et des réseaux de
neurones.

2.5.1 Lenvironnement de simulation NEURON

NEURON (Hines et Carnevale, 1997; Carnevale et Hines, 2006) est un environnement de modé-
lisation et de simulation largement utilisé, a la base de centaines de modeéles publiés depuis les

1. http://www.scipy.org/

2. http://cython.org/

3. https://computation.llnl.gov/casc/sundials/main.html
4. http://mpidpy.scipy.org/
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années 90, dont la plupart alimentent la base ModelDB '. Il est basé sur la construction et la si-
mulation de modéles de neurones incluant les mécanismes biophysiques et biochimiques des
conductances de membrane, des récepteurs synaptiques, etc.. Il permet de reproduire diverses
conditions expérimentales in vitro et in vivo (enregistrements électrophysiologiques, modula-
tions pharmacologiques), et propose un ensemble de concepts d’écriture qui permettent de
bien séparer les aspects biophysiques des aspects calculatoires du travail de modélisation.

Du point de vue de la modélisation, il repose sur la création et la connexion des sections de
neurites, définissant la topologie des arborisations composant la morphologie du neurone.
Ces sections et leurs attributs sont exprimés dans la syntaxe de l'interpréteur Hoc ou en Py-
thon, et peuvent étre créés depuis des données morphologiques 2 issus de différents formats
standards (e.g. NeuroML3). On intégre a ces sections les mécanismes de bas niveau (canaux
ioniques, récepteurs synaptiques, homéostasie ionique, diffusion/réaction de molécules dans
les compartiments subcellulaires) qui déterminent le comportement électrophysiologique et
biochimique de la cellule. Ces mécanismes de base, tels que des KM, sont codés en langage
NMODL, traduits en C et compilés pour étre directement intégrés aux sections de neurones.
Afin de pouvoir encapsuler les modeles et simplifier le passage a des niveaux d’abstraction
supérieurs, Hoc dispose de structures de codes orientées-objet (notion de template), et 'inter-
face graphique de NEURON permet d’effectuer simplement 'instrumentation et la simulation

1. https://senselab.med.yale.edu/modeldb/
2. http://neuromorpho.org
3. http://www.NeuroML.org
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Figure 2.5 - Exemple de mise ceuvre de I'interface de NEURON. On y observe un extrait du code Hoc
du modele de Jarsky et al. (2005), ainsi que les panneaux d’interface développés ad hoc par les auteurs.
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de modeles, ainsi que I'optimisation de parametres ou la visualisation des résultats (Figure 2.5).
Bien que d’apparence rudimentaire, I'interface graphique est trés modulable, et permet de
créer facilement des interfaces spécifiques au modele, afin qu'’il soit exploitable par un utilisa-
teur non-expert. Enfin, les développeurs de NEURON ont mis au point une API permettant
d’exprimer 'ensemble de la syntaxe Hoc en Python, et de garantir une grande extensibilité de
ses fonctions (cf. code A.1 en Annexe A).

Du point de vue de la simulation, le calcul du potentiel de membrane se base sur I'équation
du céble (2.12) (Rall, 1989), une extension du modele de membrane de HH (équation (2.1)),
qui décrit la relation entre le potentiel de membrane V;, et les courants transmembranaires
I,,(Vi,, t) dans un cable unidimensionnel :

OV 0%V,

— + I (Vip, t) = ——
at+m(m) Fy)

(2.12)
La résolution numérique de cette équation (2.12) impose un schéma de discrétisation spatiale ;
et'application des lois de Kirchhoff sur la conservation des courants donne lieu a un ensemble
de sections et de noeuds connectés, définis par un systeme d’EDO de la forme :

de+i._ r Vj+1+Vj_1—2.Vj
dt 77 2R, Ax?

Cm , (2.13)
ou V; est le potentiel de membrane au nceud de calcul j, séparé des nceuds adjacents j—1 et
j +1 d’'une distance Ax, pour une section cylindrique de rayon r, de capacité membranaire
spécifique C,, (uEcm™), et de résistivité axiale cytoplasmique R, (Q2.cm), sous hypotheése de
symétrie axiale, et d’homogénéité des parametres dans chaque section. La discrétisation et la
gestion des conditions aux limites sont assurées par le logiciel, et I'élaboration du systeme
d’équations inclut les mécanismes NMODL a chaque nceud. La résolution de ces systemes est
effectuée par des algorithmes implicites d’Euler et Crank-Nicholson, ou fait appel aux algo-
rithmes a pas variable de la bibliotheque CVode (section 2.3), et I'utilisateur a un controéle total
des différents parametres tels que les tolérances sur I'erreur de troncature. Aussi, NEURON
offre la possibilité de gérer finement et précisément les discontinuités temporelles, par la no-
tion d’événement (event) exprimable en NMODL et en Hoc, et par I'utilisation d’algorithmes
de détection de seuil permettant le rétro-calcul et la réinitialisation du systeme d’EDO aux
temps exacts des discontinuités. Cette bonne gestion des événements, conjuguée a ’aspect
orienté-objet de la syntaxe, permet la simulation efficace de réseaux de neurones, échangeant
entre eux les événements synaptiques correspondant aux dates des PA. Enfin, la parallélisation
des calculs est rendue possible par 'emploi de MPI, pouvant s’effectuer au niveau du réseau,
ou chaque processus simule une cellule, et au niveau du neurone unique ou le calcul de
I’équation du cable de I'arbre dendritique peut étre distribué sur différentes unités de calcul
(split et multisplit) (Hines et al., 2008a,b).
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2.5.2 Bibliotheque LFPy

Certaines conditions expérimentales incluent I'enregistrement extracellulaire du signal neuro-
nal. Lobservable n’est alors plus directement le potentiel de membrane d’'un neurone unique
évoluant au cours du temps, mais traduit plutdt la propagation, dans le milieu extracellu-
laire, des variations de champ électrique induites par les courants transmembranaires de
plusieurs neurones locaux. Le potentiel extracellulaire est une observable importante, permet-
tant I'analyse de I'activité de populations de neurones dans des dispositifs in vitro (grilles de
microélectrodes ou Micro-Electrodes Array (MEA)), ou in vivo (électrodes implantables simples
ou multiples). La composante a haute fréquence du signal extracellulaire (> 500 Hz), dite ac-
tivité multi-unités (AMU), contient I'information concernant les décharges des neurones
au voisinage des électrodes (quelques dizaines de um). Les différentes bandes de la partie
basse-fréquence (< 500 Hz) renseignent sur I'intégration synaptique et I'activité coordonnée
des populations de neurones dans un rayon d'une centaine de um, et constituent le potentiel
de champ local (PCL) (ou Local Field Potential, LFP) (Lindén et al., 2013). LAMU fournit alors
une mesure des fréquences de décharge d'une population neuronale : elle peut permettre
I'identification individuelle des neurones par triangulation des signaux (spike sorting), lorsque
la grille d’électrodes est suffisamment fine et/ou que I'activité est faible ; et 'analyse des formes
des PA extracellulaires porte des informations sur les propriétés intrinseques des neurones
(Gold et al., 2006, 2007). Le PCL permet I'analyse des rythmes oscillatoires : en utilisant des
multiélectrodes traversant les différentes couches du cortex ou de 'hippocampe, I'analyse
en densité de sources de courant (DSC) permet de déterminer 1'origine et la distribution
dendritique de ces rythmes (Nicolelis et Ribeiro, 2002; Pettersen et al., 2008; Brette et Destexhe,
2012).

NEURON ne posséde pas d’outils permettant de modéliser directement ce type de signal. Pour
autant, en utilisant des modeéles fideles a la morphologie et ala biophysique des neurones, il est
possible de simuler la propagation du potentiel électrique dans le milieu extracellulaire (Brette
et Destexhe, 2012). Sous 'hypothése quasistatique du champ électrique, et en considérant le
milieu extracellulaire comme linéaire, isotrope, homogene, et purement résistif; le potentiel
extracellulaire @, enregistré a la position r, généré par N sources volumiques de courant I,
aux positions r, s’écrit par la relation :

1 N
o(r,t) = 4—2 rnl (2.14)

ol o est la conductivité du milieu extracellulaire (Figure 2.6A).

La bibliotheque LFPy permet de déterminer le potentiel extracellulaire en tout point de
I’espace, et de spécifier le dispositif d’électrodes a simuler (Lindén et al., 2013) : elle a été
intégrée, et en partie modifiée pour s’adapter a la structure des modeles que nous avons mise
au point (Figure 2.6B).
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Figure 2.6 - Modeéle et simulation du potentiel extracellulaire. A - Représentation schématique du
modele de PCL (équation 2.14), calculant le potentiel extracellulaire issu d'un neurone unique, d’apres
Brette et Destexhe (2012). Les tailles et directions des fleches illustrent les amplitudes et les orientations
des dipdles locaux formés par les courants transmembranaires. B - Application au calcul du potentiel
de champ formé par un modeéle de neurone pyramidal de CAl, lors d'un potentiel d’action. Le gradient
de couleur indique I'amplitude instantanée du potentiel extracellulaire (rouge : dépolarisation induite
par un courant sortant, bleu : repolarisation induite par un courant entrant). Les triangles rouges
indiquent les positions des synapses excitatrices sur les dendrites apicales, et le potentiel intracellulaire
enregistré au soma est tracé dans le graphe de I'encart.

2.6 Exemple d’'intégration de différentes échelles de modélisation

Au fil du développement de la complexité des modeéles, il a fallu mettre au point un en-
semble d’outils permettant de créer et de gérer efficacement des modeles intégrant différentes
échelles, en tirant parti efficacement des outils que nous venons de présenter. Ainsi pour les
applications des chapitres 6 et 7, une structure de code commune a été réalisée, reposant
sur une bibliotheque de fonctions Python, permettant la création, la simulation, 'analyse et
la capitalisation de modéles allant de I’échelle moléculaire a I'échelle du réseau (Figure 2.7,
Annexe A).

Les modeles élémentaires SBML et NMODL validés et mis en bibliothéque, sont instanciés
dans des templates de cellules. Ce sont des classes informatiques, comportant des méthodes et
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des attributs, dont les valeurs par défaut correspondent a un comportement de base validé au
niveau cellulaire. Il est alors possible d’en créer simplement des instances et de les paramétrer,
en minimisant les risques d’altérer leur validité. De la méme manieére, les modeles de synapses
sont encapsulés dans des classes. Ainsi, un fichier-maitre permet d’orchestrer les différentes
phases de la simulation, en faisant appel a différentes fonctions génériques (code A.1) :

1. Création des objets cellules : types, parameétres, nombres, positions dans I'espace.

2. Connexion des cellules : distribution des synapses sur les cellules cibles selon leurs
types et leurs densités sur le neurone postsynaptique (distributions homogeénes ou aléa-
toires), connexions formelles entre les cellules selon la topologie du réseau (convergence
et divergence des projections entre les populations neuronales, Figure 4.8A).

3. Simulation : parallélisation sur différentes unités de calcul de 'ordinateur (ou nceuds
d’'un cluster), basée sur MPI.

4. Calcul du potentiel extracellulaire (si requis) : configuration des électrodes virtuelles
et calcul du PCL.

5. Compression et stockage des données : Les résultats numériques peuvent étre com-
pressés par 'algorithme de Douglas-Peucker (Douglas et Peucker, 1973), et sont enre-
gistrés dans une structure de répertoires selon les cellules et synapses auxquelles ils se
rapportent.

Lors de I'utilisation d'une ressource de calcul partagée telle qu'un cluster, et lorsque le travail
implique le lancement de plusieurs simulations, on crée un script d’exécution (code A.2), qui
alloue les ressources nécessaires aux différents travaux, et planifie leur exécution dans une file
d’attente (gestionnaire Torque ! et planificateur Maui?).

Différentes méthodes d’analyse et de tracé peuvent ensuite étre mises en ceuvre par l'uti-
lisateur, et un ensemble de scripts d'usage courant a été mis au point pour faciliter cette
démarche (détection de potentiels d’action, analyse fréquentielle, graphes, etc.), sur la base
des paquetages Numpy, Scipy et Matplotlib 3.

Finalement, I'’ensemble des parameétres des modeéles et de simulation sont centralisés dans un
fichier de configuration unique (code A.3), utilisant la structure de dictionnaires Python. Ceci
facilite I'édition par I'utilisateur, ou par des scripts annexes (balayages ou optimisations para-
métriques), mais permet aussi de mettre les modéles a la disposition d’utilisateurs non-experts.
Dans ce but, on peut créer des interfaces graphiques ergonomiques et intuitives, déportées
dans des applications clientes légeres (technologie Java EE %), permettant la configuration et
le lancement des calculs sur un cluster centralisé.

1. http://www.adaptivecomputing.com/products/open-source/torque/
2. http://sourceforge.net/projects/mauischeduler/

3. http://www.scipy.org/

4. http://www.oracle.com/technetwork/java/javaee/overview/index.html
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Figure 2.7 — Diagramme du processus d’intégration et de simulation des modéles.

Comme nous venons de le décrire, la modélisation et la simulation appliquées aux neuros-
ciences requierent I'utilisation de langages et d’outils informatiques spécifiques. La bonne
maitrise de ces méthodes et de ces outils est un préalable nécessaire a la réalisation des mo-
deles, car I'efficacité du développement, la performance de calcul et la qualité des résultats
numériques sont des critéres importants pour la réussite de nos projets. Dans la mesure
ol les étapes de développement et de validation requiérent un grand nombre d’itérations,
la performance de simulation conditionne en effet directement notre capacité a effectuer
I'intégration multi-échelles que nous visons.

Apres avoir consacré ce chapitre a la description des méthodes et des outils nécessaires a
I'implémentation et a la simulation des modeles, nous allons maintenant aborder les différents
modeles effectivement développés dans le cadre de mes travaux de these. Le chapitre 3 décrit
les modeles des échelles synaptiques et subcellulaires, et le chapitre 4 présente les éléments
constitutifs des modeles des neurones et des microcircuits de ’aire CA1 de 'hippocampe.
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Modeles a I'échelle synaptique
et subcellulaire

Certains mécanismes moléculaires, synaptiques et cellulaires de '’hippocampe sont ubiqui-
taires, et a I'ceuvre dans différentes zones du systeme nerveux. Mon travail résumé ici a
contribué a établir une bibliotheque de modeles génériques et réutilisables sous forme de
modules, ol1 les composants élémentaires s’agregent dans des modeéles de plus haut niveau,
grace aux outils et méthodes décrits dans le chapitre précédent, pour aboutir le cas échéant a
la constitution de simulateurs spécifiques a chaque application (e.g. épilepsie). Il n’est pas
possible de décrire en détail tous les modeles développés par I'équipe de Rhenovia Pharma,
qui ont nécessité un minutieux travail de collecte d’information dans la littérature, d'implé-
mentation, d’optimisation et de validation. Afin toutefois de permettre au lecteur de percevoir
globalement la structure et les composants des différents modeéles utiles aux applications de
la Partie III, j’effectuerai une description globale de ceux que j’ai utilisés, et éventuellement
adaptés dans mes travaux, et je fournirai de plus amples détails concernant 'implémentation
et la validation des modeles du récepteur au NMDA (NMDAr) et du récepteur M; (M1r).

3.1 Terminal présynaptique

Comme décrit dans la sous-section 1.7.1, le fonctionnement du compartiment présynap-
tique d’'une synapse électrochimique se base sur une cascade d’événements aboutissant a
la libération des NT. Une dépolarisation de I’axone (e.g. PA) se propage jusqu’au terminal
présynaptique, induisant un influx d’ions calcium Ca?* par I'activation de VDCC. Le calcium
active une famille de protéines « détecteurs » (Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor (NSF)
Attachment protein Receptor (SNARE)), permettant le mouvement puis la fusion des vésicules
contenant les NT avec la membrane cellulaire des sites d'exocytose (zone active). Les NT dif-
fusent alors dans la fente synaptique, avant d’activer les récepteurs postsynaptiques et d’étre
recapturés ou lysés. Ces mécanismes sont relativement conservés entre les différents types
de synapses, ce qui permet d’établir un modele générique du compartiment présynaptique
(Figure 3.1A,B). Toutefois, les propriétés fonctionnelles de la libération de NT peuvent varier
(probabilité unitaire d’exocytose, contenu quantal des vésicules, facilitation ou dépression
suite a des activations successives), et étre modulées par I'expression d’autorécepteurs ou
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d’hétérorécepteurs différents selon les types cellulaires (ACh, 5-HT, adénosine, etc.).

Les VDCC forment une famille de canaux exprimés dans une grande variété de cellules. Les
sous-types N et P/Q sont impliqués dans I'exocytose des terminaux présynaptiques (Luebke
etal., 1993; Dunlap et al., 1995), groupés en patchs sur la membrane du terminal. Des modeles
de VDCC basés sur le formalisme de HH ont été proposés par Jaffe er al. (1994) et Nadkarni
et al. (2010). Le comportement du calcium dans le compartiment présynaptique répond a
une dynamique rapide, ou les concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de uM
dans les volumes nanométriques séparant les canaux des « détecteurs » de calcium, et se
dissiper trés rapidement sous I'action de protéines chélatrices (calbindine) et de pompes
spécifiques (Plasma Membrane Calcium ATPase (PMCA)). Les vésicules sont groupées en
différents réservoirs, plus ou moins proches de la zone active, ce qui permet les effets de
libération asynchrone, de facilitation par double-impulsion, ou de dépression a court terme.
Des KM permettant de reproduire ces effets ont été produits dans la littérature : le modele
proposé par Yamada et Zucker (1992) reproduit ces mécanismes présynaptiques et a été
intégré a notre bibliotheque. Aussi, la probabilité d’exocytose P, unitaire des synapses de
I'hippocampe étant inférieure a un, on ajoute une composante aléatoire au modele : a chaque
fois qu’'une vésicule est préte a étre libérée, un nombre aléatoire est généré (distribution
uniforme % (0, 1)), et déclenche effectivement I’exocytose si celui-ci est supérieur a P,.

La distance de quelques dizaines de nanometres séparant le site d’exocytose et les récep-
teurs postsynaptiques forme la fente synaptique dans laquelle les NT diffusent. Cet espace
restreint donne lieu a une dynamique tres rapide de la concentration, et des modeéles de bas
niveau, intégrant les tortuosités de la fente, et basés sur des simulations stochastiques ont été
proposés (Ventriglia et Di Maio, 2000; Raghavachari et Lisman, 2004). Le modele décrit par
Xu-Friedman et Regehr (2004) reproduit les profils de diffusion du glutamate dans la fente.
En appliquant une hypothese de symétrie sphérique, les équations de Savtchenko et Rusakov
(2007) permettent d’en donner une solution analytique simple a calculer numériquement (Fi-
gure 3.1C). Le développement et la validation de ce modele sont détaillés dans la thése de mon
collegue (Greget, 2011). Ces différents modeles ont été développés en SBML, et jai effectué
leur intégration dans un template NEURON ; leur application a I'étude de la modulation de la
transmission glutamatergique par les récepteurs nicotiniques a7 est décrite dans le chapitre 5.
Au modele de diffusion peuvent étre adjoints des modeles de transport des NT : des KM du
transporteur de glutamate (GluT) EAAT4, et du GAT1 ont été développés pour des applications
pharmacologiques, mais nous n’en ferons pas la description ici.

Au titre des perspectives, des modeles plus complexes de I'’exocytose ont été proposés (Ben-
nett et al., 2000a,b; Nadkarni et al., 2010; Gabriel et al., 2011), et compte tenu de la taille des
compartiments concernés, I'utilisation d’algorithmes stochastiques pour le calcul des proba-
bilités d’exocytose permettrait de mieux prendre en compte les fluctuations microscopiques
de ce systeme. De méme, des modeles de diffusion basés sur I'équation de Langevin décrivant
le mouvement brownien des molécules permettrait d’'intégrer plus finement les fluctuations et
les variabilités de ces microstructures (Ventriglia et Di Maio, 2002, 2003). Cependant, le cotit de
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calcul qu'impliquent ces méthodes les brident a I’étude d'un petit nombre de synapses, et il est
nécessaire de pouvoir effectuer des validations croisées entre les approches stochastiques et
continues. En particulier, I'étude de Modchang et al. (2010) a montré que I’approche continue
était valide, mais trouvait ses limites lorsque la concentration de calcium et la probabilité
d’exocytose sont faibles.
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Figure 3.1 - Modélisation du compartiment présynaptique. A - Micrographie électronique de la struc-
ture d'une synapse glutamatergique de CAl, révélant le terminal présynaptique (orange), I'épine (vert),
sa dendrite parente (jaune) et les cellules astrogliales (bleu), d’aprés Ho et al. (2011). B - Schéma
simplifié du modele de synapse glutamatergique incluant le terminal présynaptique (orange), les
VDCC injectant le calcium (Ca) et permettant ’exocytose de vésicules de NT, qui diffuse dans la fente
vers les récepteurs synaptiques (e.g. AMPAr, NMDAT) ou extrasynaptiques (e.g. mGIuR) avant d’étre
recapturé par des transporteurs (e.g. GluT). C - Résultats de simulation d’'une synapse élémentaire.
Une stimulation tétanique de I'axone afférent (5 PA a 100 Hz) mene a la libération de NT dans la fente.
Une probabilité d’exocytose P, = 0,3 donne lieu dans ce cas a ’omission du 3¢ événement (iv, *), et le
modele de diffusion permet de tenir compte de la distance des récepteurs au site de libération et de
I'accumulation de NT (50 nm et 800 nm dans cet exemple).
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3.2 Compartiment postsynaptique glutamatergique

La transmission glutamatergique joue un role central dans le traitement du signal hippocam-
pique. Il est donc important de disposer d'un modéle générique et modulaire du compartiment
postsynaptique glutamatergique, que I’on pourra paramétrer spécifiquement pour chaque
afférence. Les compartiments postsynaptiques glutamatergiques de CAl expriment des ré-
cepteurs a 'TAMPA (AMPAr) et des récepteurs au NMDA (NMDATr). Dans le cas des neurones
pyramidaux, ils forment des épines séparant la structure postsynaptique de la dendrite pa-
rente (sous-section 1.7.2). Une bonne partie des modéles élémentaires de cette structure ont
été validés lors des travaux de mes collégues, et nous n’en effectuerons ici qu'une description
breve (Ambert et al., 2010; Greget, 2011; Allam et al,, 2012; Sarmis, 2013).

Le modéle de AMPAr est un KM, comportant 16 états, initialement proposé par Robert et Howe
(2003), et reproduisant les caractéristiques d’activation, d’inactivation et de désensibilisation
pour les sous-unités GluR1 et GluR4. Le travail de thése de mon collégue (Greget, 2011) a
consisté a 'adapter précisément a CAl, en optimisant ses parametres pour reproduire les
résultats expérimentaux de Kessler et al. (2008), ainsi qu'a mener une étude pharmacologique
poury intégrer les effets de modulateurs allostériques comme les ampakines CX614 (Arai et al.,
2000) et aniracetam (Barbour et al., 1994). Un modeéle de NMDAr a été développé a partir
de I’étude de Schorge et al. (2005). Il est composé de 15 états permettant de reproduire les
cinétiques intrinseéques du récepteur et de sa liaison avec I’agoniste glutamate et le coagoniste
glycine, ainsi que les effets du blocage voltage-dépendant du Mg?*. Une étude portant sur
les effets des antagonistes mémantine et acide 2-amino-5-phosphonovalérique (AP5), et sur
leurs conséquences fonctionnelles a été publiée (Ambert et al., 2010). Le récepteur mGluR-5
et sa voie de signalisation postsynaptique (protéine-G activant la PLC et libérant le calcium du
RE via I'IP3) ont aussi été étudiés. Le modele inclut un KM cubique a 10 états du récepteur,
un modele d’activation de la PLC, de la formation d’IP3, du récepteur a I'IP3, ainsi que les
modeles des flux calciques générés par PMCA, échangeur Na*-Ca?t (NCX) et Sarco/Endo-
plasmic Reticulum Ca2+-ATPase (SERCA), et de la chélation calcique de ce compartiment
(calmoduline (Cam), calcineurine (Can)). Les travaux de these (Greget, 2011) décrivent ces
différents modeles, et une étude des effets de cette voie de transmission, notamment sur le
phénomene de LTP a été publiée dans Greget et al. (2011).

Ces différents modeles ont été développés et validés en SBML, puis intégrés dans un template
NEURON, afin d’en effectuer des applications au niveau neuronal. On inclut les récepteurs
postsynaptiques a un modele d’épine dendritique, formé des sections de la téte et du cou,
et dont on peut modifier les propriétés géométriques. Comme proposé par Spruston (2008),
on montre dans ce modele que les PPSE enregistrés dans 1'épine sont dépendants des di-
mensions du cou, qui l'isole électriquement de la dendrite parente lorsque son impédance
augmente, alors que les PPSE dendritiques ou somatiques sont eux peu influencés (Figure 3.2).
L'amplitude du PPSE de I'épine est une observable importante, dans la mesure ot1 'activation
des NMDAr ou des canaux voltage-dépendants postsynaptiques (VDCC, Kv, Nav) en dépend
(Holbro, 2010).
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Figure 3.2 - Etude de I'influence de la morphologie de I'épine dendritique. Les PPSE enregistrés dans
I'épine sont influencés par les dimensions du cou (ii), alors que les PPSE de la dendrite parente le sont
peu (iii). Trois situations (a), (b) et (c) sont représentées dans les schémas du haut et les graphes du
milieu, et marqués par des étoiles dans la carte du bas correspondant a un balayage paramétrique des
parametres longueur et diametre du cou de I'épine (noire, rouge et bleue resp.).
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3.3 Modulation pharmacologique du récepteur NMDA

Dans cette section, nous allons décrire la structure et les principaux tests fonctionnels que j’ai
appliqués a un modele de récepteur au NMDA, dans sa composition de sous-unités NR1/NR2A.
De maniere générale, un travail important doit étre fourni pour diversifier les modéles de
récepteurs en fonction de leur composition en sous-unités. Celle-ci peut varier selon les
especes, les stades de développement et les pathologies, et il est fondamental d’enrichir
notre bibliotheque de modéles de cette diversité, afin de tenir compte de leurs différences
fonctionnelles, de leurs interactions spécifiques avec les substances pharmacologiques, et
d’apporter un pouvoir prédictif supplémentaire a nos simulations.

Ce modele de NMDAr a pour objet de reproduire 'action des agonistes NMDA et glutamate,
du coagoniste glycine, des antagonistes compétitifs AP5 et CGP-40116, et des bloqueurs de
canal Mg?*, kétamine et mémantine (Figure 1.9). Le modele est basé sur la structure proposée
par Schorge et al. (2005), déja implémentée a Rhenovia Pharma (Ambert et al., 2010). Mon
travail a consisté a intégrer I'action de 'antagoniste CGP-40116 et a étendre la représentation
des blocages compétitifs du Mg?* et de bloqueurs organiques tels que kétamine et mémantine,
en réétablissant la validité des propriétés de base du modele. Le bloc de base de ce KM est
constitué de chacun des différents états pris par le récepteur lorsqu’il est libre, que ses deux
sites principaux se lient a un agoniste tel que le glutamate (Glu), ou a un antagoniste compétitif,
que ses sites secondaires se lient a un coagoniste comme la glycine (Gly), ou encore lorsqu’il
s’active ou se désensibilise (Fr-R en Figure 3.3). Les états ouverts O1* et O2* permettent de
conduire un courant cationique, au travers d'un pore perméable au Ca®* (66 %), au Na* (17 %)
etau K* (17 %) (Mayer et Westbrook, 1987), pour une conductance maximale totale de 50 pS
(Schorge et al., 2005; Dingledine et al., 1999; Traynelis et al., 2010). Les courants sont calculés
en tenant compte des concentrations intra- et extracellulaires instantanées des ions, a partir
des équations de Goldman-Hodgkin-Katz établissant le E,., du canal (Mayer et Westbrook,
1987; Jahr et Stevens, 1993).

En tant que bloqueurs, Mg?*, kétamine et mémantine entrent dans le canal lorsque le récep-
teur est dans un état ouvert. En supposant que la dynamique propre du récepteur n’est pas
modifiée par le bloqueur, on peut dupliquer le bloc de base pour représenter 'ensemble des
états pris par le récepteur lorsque le canal est bouché : afin de modéliser la compétition entre
le blocage du Mg?* et d’'un bloqueur organique (kétamine et mémantine), deux blocs sont
nécessaires (Mg-R et BI-R dans la Figure 3.3).

Les réponses aux agonistes glutamate, NMDA et glycine ont été validées en regard des résultats
de Hedegaard et al. (2011), obtenus en protocole voltage-clamp sur des oocytes de xénope
transfectés (Figure 3.4A). Aussi, les cinétiques intrinseques du récepteur ont été testées en
regard de I’étude de Zhang et al. (2008), dont les résultats ont été obtenus sur des patchs de
cellules Human Embryonic Kidney (HEK)-293 transfectées. Apres ajustement des parametres,
les cinétiques d’activation, d’inactivation, de désensibilisation et de désinactivation sont
conformes aux résultats des différents protocoles de cette étude (Figure B.1).
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3.3. Modulation pharmacologique du récepteur NMDA

Les cinétiques de blocage par Mg?* (équations 3.1 et 3.2) et les bloqueurs organiques (équation
3.3) ont été adaptées d'un modele publié (Kotermanski et al., 2009; Kotermanski et Johnson,
2009), pour reproduire les dose-réponses (DR) de la mémantine et de la kétamine, ainsi que la
courbe I/V (courant/voltage) du NMDATr (Nikolaev et al., 2012) (Figure 3.4B). En particulier, la
compétition entre le Mg®* et des bloqueurs organiques provoque un décalage de leurs DR de
plus d’un ordre de grandeur, lequel a pu étre reproduit par le modele (Figure 3.4C).
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Figure 3.3 - Modele cinétique du récepteur NMDA (NR1/NR2A). Le modele est composé de 3 blocs
aux structures similaires, correspondant a I'intervention d'un bloqueur de canal (Fr-R : états sans
bloqueur, Mg-R : états bloqués par le Mg?*, BI-R : états bloqués par un bloqueur organique B, e.g.
kétamine ou mémantine). Dans chaque bloc, I’état R correspond au récepteur libre, RiU correspond
aux états liés a 'agoniste (e.g. glutamate ou NMDA, 2 sites, transitions bleues), RjY aux états liés au
coagoniste (e.g. glycine, 2 sites, transitions vertes) et RiUjY aux états combinés. Les liaisons avec les
antagonistes compétitifs sont noté RkA (e.g. AP5 ou CGP-40116, transitions rouges). Les états S4,5,6,
D et O1,2 correspondent a des états intermédiaires, désensibilisés et ouverts (resp.) nécessaires a la
cinétique propre du récepteur, et seuls les états O1,2* sont conducteurs.
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Enfin, I'action d’antagonistes compétitifs, en particulier les composés AP5 et CGP-40116, a été
simulée. Benveniste et Mayer (1991) ont étudié les cinétiques et les DR des antagonistes AP5
et CGP-37849, un racémique du CGP-40116. Par ajustement des parametres, les réponses a
ces deux composés ont pu étre reproduites. Finalement, la DR du CGP-40116 a pu étre validée
en regard des résultats de D’Hooge et al. (1997), étudiant spécifiquement cet énantiomere
(Figure 3.4D).

Le modele de NMDAr a ensuite été intégré dans un modele de synapse glutamatergique,
incluant les compartiments pré- et postsynaptiques décrits dans les sections précédentes.
Dans un test élémentaire (Figure 3.5), la probabilité d’exocytose du mécanisme présynaptique
estréglée a 1, et un mécanisme simple d’extrusion du calcium a été intégré a 1’épine. Le cou
de I'épine est 0té, et la conductance de la section connectée est arbitrairement élevée pour
simuler les conditions d'une expérience en voltage-clamp, et étre en mesure d’observer des
CPSE et les flux de Ca?* sans biais. Le terminal présynaptique est excité par des trains a 5
Hz, de 5 PA a 100 Hz chacun (stimulation par trains théta ou Théta-Burst Stimulation (TBS),
Figure 3.5A). Dans cette configuration, une série d’expérimentations a été effectuée, en variant
le potentiel de commande (V) et la concentration extracellulaire de Mg?*. Le balayage de
ces deux parametres révele I'influence de la levée du blocage magnésium sur I'amplitude du
courant et de la vague calcique générée par le NMDAr (Figure 3.5B). En particulier, on observe
que les courants et les flux calciques restent entrants (dépolarisants) pour toutes les valeurs de
V,, car le potentiel de réversion (Eey) de ce canal est élevé dans les conditions physiologiques
et de I'expérimentation ([Ca%*]; = 100 nM, [Ca?®*], =2 mM, [Na*]; = 10 mM, [Na*], = 140 mM).
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Figure 3.4 — Validations du modeéle de NMDAr. A - Le récepteur unique est soumis a une impulsion de
composé (1 s), et le courant maximum est enregistré pour chaque concentration. Les DR au Glu (noir)
et au NMDA (bleu) sont simulées avec une concentration constante de 30 uM de Gly, et la DR a la Gly
(vert) est établie avec 100 uM de Glu (potentiel de commande (V) = -40 mV, [Mgz’f]0 =0 mM). Ces
résultats simulés sont validés par rapport aux expériences de Hedegaard et al. (2011). B - La courbe I/V
donne I'amplitude du courant conduit I en fonction de V., et reproduit les résultats de Nikolaev et al.
(2012) pour différentes concentrations de Mg?* ([Glu] = 1 mM, [Gly] = 100 uM). C - DR des bloqueurs
kétamine et mémantine, en compétition avec le Mg?*. Les ICsq de 0,8 et 15,8 uM pour la mémantine,
et de 0,3 et 5,9 uM pour la kétamine, avec 0 et 1 mM de Mg?* (resp.) sont conformes aux résultats
de Kotermanski et al. (2009). V; = -66 mV, [Mg2+]0 =0mM, [Glu] =1 mM, [Gly] =100 uM. D - DR des
antagonistes AP5, et CGP-40116. Les DR de 'AP5 (IC50 = 1,5 M) et du CGP-40116 (ICs50 = 54 nM) sont
conformes aux résultats de Benveniste et Mayer (1991) et D'Hooge et al. (1997), resp.. V. = -60 mV,
[Mg?*], =0 mM, [NMDA] = 10 uM, [Gly] = 3 uM.
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Figure 3.5 - Intégration du modele de NMDAr dans une synapse. A - Le terminal présynaptique est
stimulé par des trains de PA a 100 Hz délivrés a 5 Hz (i). Les CPSE sont conduits par les AMPAr (N = 80)
et les NMDAr (N = 20) insérés dans le compartiment postsynaptique (ii), et les courants calciques,
principalement conduits par les NMDAr induisent des vagues de Ca?* dans I’épine (iii). V. = 0 mV;
[Mg?*], = 0 mM. B,C - Le balayage du potentiel de commande (V) et de la concentration extracellulaire
de magnésium [Mg2+]o révele la dépendance entre le courant NMDA et le bloc magnésium (B), ainsi
que son influence sur la dynamique calcique postsynaptique (C) dans ce protocole.
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3.4. Compartiment postsynaptique GABAergique

3.4 Compartiment postsynaptique GABAergique

Comme évoqué dans le chapitre 1, 'activité de 'hippocampe repose sur un équilibre entre la
transmission excitatrice glutamatergique et la transmission inhibitrice GABAergique, conduite
principalement par des interneurones (IN). Nous avons développé un modeéle de synapse
GABAergique en se basant sur les méthodes décrites précédemment. Les structures des mo-
deles de terminal présynaptique et de diffusion de NT sont identiques a celles du terminal
glutamatergique, avec des parametres (contenu quantal des vésicules, probabilité d’exocy-
tose, coefficient de diffusion, cinétique de recapture, etc.) et des modulateurs présynaptiques
différents, spécifiques a chaque projection. Le compartiment postsynaptique GABAergique
ne forme pas d’épine, et les récepteurs sont exprimés directement sur la membrane postsy-
naptique. Des modeles des récepteurs GABA, (GABAaT) ionotropes et des récepteurs GABAp
(GABAgT) métabotropes ont été développés par I’équipe de Rhenovia Pharma. Bien que pré-
sents dans les terminaux présynaptiques dIN hippocampiques (cf. sous-section 1.7.3), et qu’ils
semblent impliqués dans les réponses inhibitrices lentes de certaines projections, I'effet des
GABAgr n’a pas été spécifiquement étudié dans les applications développées ici.

Figure 3.6 — Illustration du modele de synapse GABAergique, contenant un terminal présynaptique, les
récepteurs insérés sur la membrane postsynaptique, ainsi que les co-transporteurs cation-chlorure
(CCC) NKCC1 et KCC2 impliqués dans le maintient de 'homéostasie du chlore.

En conditions normales, I'ouverture des GABA4r inhibe la cellule postsynaptique en condui-
sant un courant hyperpolarisant composé d’ions chlorure (Cl') et bicarbonate (HCOj3"), avec
une perméabilité relative de 4 : 1, pour une conductance élémentaire maximale de 25 pS. Les
GABA,r de 'hippocampe possedent deux sites orthostériques, se liant a des agonistes ou des
antagonistes, et un site allostérique situé a la jonction des sous-unités «; et y,, permettant la
liaison avec les benzodiazépines et exercant une action modulatrice (Figure 1.10).

Un KM du GABAar a été développé sur la base de Pugh et Raman (2005). Ces résultats mettent
en évidence une désensibilisation biexponentielle, nécessitant I’ajout d’états désensibilisés
aux cinétiques différentes (DX¢/s dans la Figure 3.7) ; et le modeéle permet d’en reproduire les
principales propriétés cinétiques et de réponse a I’agoniste GABA (Figure B.2). Sur cette base,
et sans entrer dans les détails du processus de validation, similaire a celui de NMDAr, j’ai
enrichi le modele des états permettant de simuler différentes interactions pharmacologiques.
Ainsi I'action d’antagonistes, compétitifs (e.g. gabazine, bicuculline) ou non compétitifs (e.g.
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picrotoxine), les effets de modulation allostérique par les benzodiazépines (e.g. diazépam,
midazolam), et I'action d’agonistes compétitifs (e.g. muscimol) ont été intégrés au modele
(Figure 3.7).
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Figure 3.7 — Modele cinétique a 41 états du GABAar. Le récepteur dans son état libre R peut se lier au
GABA (états notés RiG, transitions bleues vers la droite), a un agoniste compétitif (e.g. muscimol MUSC,
états notés RiM, transitions bleues vers la gauche), ou a un antagoniste compétitif (e.g. bicuculine,
Ra). Associé a un agoniste, le récepteur peut s’ouvrir et conduire un courant (états OX*, transitions
roses), ou se désensibiliser (états DX, transitions grises). Depuis tous les états principaux (plan milieu),
le récepteur peut lier une benzodiazépine par son site allostérique (BZD, états notés XB en arriere-plan,
transitions vertes), et les antagonistes non compétitifs (e.g. gabazine) ou les bloqueurs du pore central
(e.g. picrotoxine) se lient préférentiellement aux états désensibilisés et/ou ouverts (premier plan, états
notés XA, transitions rouges).

Pour les applications relatives aux altérations de la fonction GABAergique, j’ai développé un
modele des mécanismes régulant I’équilibre du chlore dans la cellule. Il s’agit des modeles
de co-transporteurs cation-chlorure (CCC) NKCC1 et KCC2 (cf. sous-section 1.7.3, équations
3.4 et 3.5), et d’accumulation/diffusion de Cl” dans les sections de neurites (équation 3.6),
adaptés de Doyon et al. (2011), et utilisant les résultats de Staley et Proctor (1999); Jedlicka
et al. (2011); Lewin et al. (2012) sur des neurones hippocampiques.

Ieikeco-(Ex — Ec)

Icixcce = ) (3.4)
(Ex — Ec1) + Vhaitkcc2
o 18 Rkeer Bnkeer — Ea) E _ Ex+Ena 3.5)
CLNKCCI = , ENnkcci=——(— .
(Enkcct — Ec) + Vhalt Nkcc1 2
ol IS}XCCZ = Igil,al\)I(KCCI =0,3mA.cm™?, Vhaitkcce =40 mV, Waienkecr = 50 mV, [Cl']; = 6 mM,

[Cl'] = 120 mM, [K*]; = 110 mM, [K*], = 5 mM, [Na*]; = 12 mM et [Na*], = 80 mM.

La concentration de chlore dans une section cylindrique d’axe longitudinal (y) est donnée par
la somme des courants membranaires et d'un terme de diffusion :

v 2UC1) S
ot zcl

*([CI71y)

e (3.6)

inFZ Ici- + Dcy-.Se.

ol Vol, S, et S; sont respectivement le volume, la surface membranaire et la surface de coupe
de la section, z¢;- la valence de I'ion chlorure et F la constante de Faraday.
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Dans un test élémentaire (Figure 3.8), on maintient [Cl']; a une valeur fixe, on excite simultané-
ment une synapse excitatrice et une synapse inhibitrice, placées sur la dendrite apicale princi-
pale d'un modeéle de neurone pyramidal de CA1, et on fait varier [Cl']; entre 6 et 13 mM. Ce
test révele I'existence de trois zones, correspondant a différents modes d’action de GABAar. Le
courant est hyperpolarisant en dessous de 8 mM (zones bleues), et il dépolarise la membrane
au dessus de 10 mM (zones rouges). Dans une zone intermédiaire, le courant est négatif mais
insuffisamment important pour étre hyperpolarisant (zones vertes). Il atténue alors I'action
de la synapse glutamatergique par effet de shunt, en augmentant localement la conductance
de membrane. Dans la situation plus réaliste d’'un neurone soumis a des afférences excita-
trices et inhibitrices multiples, cette inversion est le résultat d'une interaction complexe des
activités synaptiques, mettant en jeu la puissance et la localisation des différentes synapses, la
synchronisation de leurs stimuli, ainsi que I'état passé et instantané d’excitation de la cellule.
Une étude de ces effets appliqués aux crises épileptiques est proposée dans le chapitre 6.
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Figure 3.8 - Inversion du courant GABAr. L'accroissement de [Cl']; entre 6 et 13 mM (du bleu au rouge),
provoque une élévation du potentiel de réversion du GABAar (Egapaa) (A). Le déclenchement simultané
d’un CPSE et d'un CPSI unitaires sur une section de neurone révele l'inversion du courant GABAr
(B,C). Le PPSE, enregistré au soma est rapporté pour les différentes conditions (en noir : stimulus de la
synapse glutamatergique seule), révélant une hyperpolarisation, une inhibition par shunt puis une
dépolarisation de la cellule pour des concentrations intracellulaires de Cl” croissantes (D).

81



Chapitre 3. Modeles a I’échelle synaptique et subcellulaire

3.5 Modele du récepteur muscarinique M1

Comme décrit dans la section 1.8, I'activité des circuits hippocampiques est sous I'influence
de I'acétylcholine (ACh), qui agit a la fois comme un NT et un neuromodulateur. UACh est
libérée des varicosités et des terminaisons axonales cholinergiques, selon un mécanisme
d’exocytose comparable aux autres synapses (section 3.1). Cependant lorsqu’on s’intéresse a
I'activation a distance des mAChr, et en ’absence d’'une modélisation explicite des afférences
cholinergiques, on aura souvent recours a un modele simplifié ou la source maintient la
concentration d’ACh constante. Dans ce systeme, I'acétylcholinestérase (AChE) joue un role
important dans le controle de la concentration d’ACh; et un KM permettant de simuler son ac-
tion (i.e. dégradation de 'ACh), en intégrant les effets des inhibiteurs de 'acétylcholinestérase
(AChEi) (e.g. donepezil et physostigmine) a été développé par les équipes de Rhenovia Pharma
(Figure B.3). Aussi, I'application pharmacologique du chapitre 5 integre I'action présynaptique
du récepteur nicotinique (nAChr) a5. Ses caractéristiques principales, dont sa haute perméa-
bilité au calcium, sa désensibilisation rapide, et I'aspect de « courbe en cloche » de sa DR, ont
été reproduites par un KM adapté des résultats de Papke et al. (2000) (Figure B.4).

La modulation cholinergique fait intervenir les mAChr, qui sont des RCPG a haute affinité
pour I’ACh. En particulier, le M1r est abondamment exprimé sur le soma et les dendrites des
neurones pyramidaux de CAl. Cette abondance, qui contraste avec la plus faible densité des
varicosités cholinergiques, laisse penser que les M1r sont localisés dans '’hippocampe pour
détecter de faibles concentrations ambiantes d’ACh et moduler globalement les propriétés
intégratives et I'excitabilité de leurs neurones-hotes (Yamasaki et al., 2010). Le M1r a deux sites
de liaison principaux, le premier interagissant avec un ligand (e.g. ACh, CCh, oxotrémorine-
M (Oxo-M)) sur la face extracellulaire de la membrane, et le second interagissant avec une
protéine-Gq; sur la face intracellulaire (Caulfield et Birdsall, 1998; Wess et al., 1996). L'activa-
tion par un agoniste induit un changement de conformation de la protéine, augmentant son
affinité pour la protéine-G qui s’y lie a son tour (Figure 3.9). La protéine-G est un complexe
hétérotrimérique formé des sous-unités a4, p et y, lié a une guanosine diphosphate (GDP).
La liaison de ce complexe GDP-G,p) avec le récepteur provoque la substitution du GDP en
GTP, et la dissociation du trimeére en sous-unité G,-GTP et en dimere Ggy, qui activent en
aval différents effecteurs intracellulaires.

En particulier, G,-GTP se lie a la PLC pour former un complexe actif, capable d’hydrolyser
la phosphoinositide membranaire phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en IP3 et
en DAG (Figure 3.10). LIP3 cytosolique provoque la libération intracellulaire de Ca?* du
reticulum endoplasmique (RE) via les IP3r, et le DAG membranaire active la PKC (Wess
etal., 1996). Le PIP2 est impliqué directement (par interaction avec des protéines et enzymes
membranaires et cytosoliques) et indirectement (via ses métabolites e.g. PI1(3,4,5)P3,IP3, DAG,
acide arachidonique) dans le contréle de nombreux processus cellulaires. Il exerce en effet
des actions sur la signalisation des récepteurs, 'homéostasie calcique et la fonction de canaux
ioniques (Suh et Hille, 2002; Di Paolo et De Camilli, 2006; van den Bout et Divecha, 2009; Mao
et Yin, 2007) (Figure B.5). Plus précisément le courant neuronal potassique, appelé courant-M
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Figure 3.9 — Processus d’activation et KM du M1r. Le KM est constitué de 3 blocs, correspondant
aux étapes d’activation du récepteur : i - Liaison d’un ligand (cadres rouges), ii - activation d'une
protéine-G (cadres bleus), et iii - activation de la PLC (cadres verts). i - Le récepteur libre (état R) peut
se lier de maniere compétitive a ’ACh (transitions vertes vers I'arriere-plan), a un ligand L (e.g. Oxo0-M,
transitions bleues vers le premier plan) ou a un antagoniste (Ant, e.g. atropine, transitions rouges
vers la gauche), et en paralléle, de maniere non compétitive a un ligand allostérique (Mod, e.g. Benzy!l
Quinolone Carboxylic Acid (BQCA), transitions roses vers la droite). Dans chacun des états de liaison des
sites externes (RA,M,L,Ant), le récepteur peut aussi se lier & une protéine-G, dans sa forme trimérique
(G, transitions brunes vers le bas) ou dimérique (G, ¢, (ransitions oranges vers le haut). ii - Dans les états
actifs du récepteur (notés en gras), la protéine-G s’active par un échange de nucléotides pour former
G4-GTP. iii - La protéine-G activée G,-GTP se lie a la PLC pour former le complexe G,-GTP-PLC, qui
peut ensuite se désactiver et reformer la protéine-G trimérique.
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Figure 3.10 — Interaction de la PLC avec le métabolisme des PIs et le Kv7. i - Le métabolisme des PIs
est régulé par différentes enzymes (PI4/5-K/P) et autres phosphatases (P-ase) cytosoliques, et celui-ci
est perturbé par I’hydrolyse de PIP et PIP2 par la PLC activée (étoile rouge), qui réduit leur densité
membranaire. Dans le KM, les densités membranaires sont converties en concentrations cytosoliques
pour les espéces non liées a un domaine transmembranaire (IP, IP2, IP3, transitions grises pointillées).
ii - Dactivation de M1r active la PLC qui, en hydrolysant le PIP2 qui maintient ouvert le canal Kv7,
provoque sa fermeture.

(In), est conduit par les canaux KCNQ2/KCNQ3 (Kv7.2/Kv7.3) (Brown et Adams, 1980) et est lié
ala présence de PIP2. 11 a été montré que les canaux KCNQ2/KCNQ3 étaient maintenus ouverts
par PIP2, et que I'activation des M1r avait pour conséquence une inhibition du I; (Suh et Hille,
2002; Suh et al., 2004; Zhang et al., 2003; Winks et al., 2005; Jensen et al., 2009), via '’hydrolyse
de PIP2 par la PLC active (Horowitz et al., 2005; Selyanko et al., 2000; Shapiro et al., 2000). Aussi,
la restauration du Iy apres 'activation de M1r est dépendante de la reconstitution de PIP2,
impliquant une phosphatidylinositol 4-kinase (PI14K), phosphorylant le phosphatidylinositol
(PI) pour produire le phosphatidylinositol 4-phosphate (PIP), et une phosphatidylinositol
4-phosphate 5-kinase (PI5K) phosphorylant PIP pour produire PIP2 (Suh et Hille, 2002; Zhang
et al., 2003). Des perturbations dans le métabolisme des phosphoinositides (PIs) ont été
corrélées a bien des pathologies psychiatriques et neurologiques telles que le retard mental
(Attree et al., 1992; Schurman et Scheinman, 2009; Voronov et al., 2008), les troubles bipolaires
et la schizophrénie (Saito et al., 2003; Soares et al., 2001; Stopkova et al., 2003), et la maladie
d’Alzheimer (Berman et al., 2008; Landman et al., 2006).

Les voies de signalisation de M1r ont un impact majeur sur les fonctions hippocampiques
(cf. section 1.8), et un déterminant important de I’augmentation de I'excitabilité neuronale
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3.5. Modéle du récepteur muscarinique M1

réside dans le Iy, généré par des canaux potassiques formés des hétéromeres KCNQ2/KCNQ3
(Kv7.2/7.3). Limportance du Iy s'illustre par le fait qu'une diminution de 25 % de son ampli-
tude conduit a I'épilepsie néonatale chez I’humain (Biervert et al., 1998; Charlier et al., 1998;
Singh ez al., 1998) et que I'inhibition du géne KCNQ?2 est 1étale chez la souris (Jentsch, 2000). La
modulation du I influence I'excitabilité neuronale car il s’active dans la plage de potentiels
correspondant a I'initiation des PA, et ses cinétiques d’activation et d’inactivation lentes lui
permettent d’agir comme un « frein » a des décharges répétées (Jentsch, 2000; Shah et al.,
2008). De plus, les canaux KCNQ2/3 sont maintenus dans le SIA et les noeuds de Ranvier par
I'ankyrine-G et colocalisés avec les Nav des neurones principaux (Delmas et Brown, 2005;
Jentsch, 2000; Wang et al., 1998; Shah et al., 2002; Pan et al., 2006; Rasmussen et al., 2007;
Shah et al,, 2008). De maniere importante, des inhibiteurs de Iy comme la linopiridine ou le
XE991 seraient épileptogenes, alors que la rétigabine, a I'inverse, module les canaux KCNQ2/3
en décalant leur potentiel d’activation vers des valeurs plus faibles et est utilisée comme
anticonvulsivant, suggérant que le I pourrait étre une cible pharmacologique appropriée
dans le traitement des épilepsies. Aussi, I'effet des composés cholinergiques utilisés contre les
symptomes de la maladie d’Alzheimer (e.g. pirenzépine, donepezil) pourrait étre en partie
induit par la modulation muscarinique négative du Iy que nous venons de décrire.

J’ai développé les KM de ces processus sur la base des études de Falkenburger ez al. (2010b,a)
(Figures 3.9, 3.10), qui ont mesuré les différentes especes de la voie de signalisation de M1r
par fluorescence. En effectuant des mesures par Férster Resonance Energy Transfer (FRET)
sur des cultures cellulaires (tsA201) transfectées avec I’acide désoxyribonucléique (ADN) de
M1r marqués par des sondes fluorescentes, et en utilisant des enzymes sensibles au voltage
(Voltage-Sensitive Phosphatase (VSP)), ils ont pu quantifier les densités et les cinétiques des
interactions donnant lieu a I'activation de M1r par un ligand, a sa liaison avec la protéine-
Gq, a la séparation de Gq en G , €t Gpy, @ la liaison de G , avec la PLC, et a ’hydrolyse de
PIP2 (Jensen et al., 2009). Ils ont en outre dérivé un KM de ces mesures, qu’ils ont validé pour
reproduire les résultats des conditions expérimentales (protéines surexprimées pour la mesure
FRET) et les conditions physiologiques (expression endogene des protéines) (Falkenburger
etal., 2010a), et pour décrire la modulation du I par PIP2 dans ces cellules (Falkenburger
etal., 2010b).

Les validations élémentaires de ces modeles ont permis de reproduire 'ensemble des résultats
publiés, dans les conditions surexprimées (Figure 3.11) et endogeénes (Figure B.6), c’est a dire :

— les cinétiques d’activation et de désactivation des différentes protéines apres 'applica-

tion d’'une concentration saturante d’'Oxo-M (10 uM) (Figures 3.11A et B.6A),

— les quantités absolues des différentes espéces (Figures 3.11B et B.6B),

— les DR al’Oxo-M (Figures 3.11C et B.6C).
Ensuite, le modele de la cinétique d’hydrolyse et de reconstitution de PIP2 a été validé en
reproduisant les différentes expériences utilisant la VSP, une enzyme dont I’activation par
dépolarisation de la membrane permet d’induire un épuisement rapide et intense de la den-
sité de PIP2 (Figure B.7). Enfin, le modele de Iy proposé par ces auteurs a été adjoint au
modele de M1r et du cycle des PIs afin d’obtenir la validation globale des effets de cette voie
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de signalisation. A ce stade, j’ai dii compléter le modele initial pour convertir les densités
membranaires des espéces ne comportant pas de domaine transmembranaire (IP3, IP2, IP)
en concentrations cytosoliques, et de boucler le cycle des PlIs, en ajoutant leurs étapes de
dégradation (Figure 3.10). Ces modifications étaient nécessaires pour obtenir un état d’équi-
libre stable, puisque la PLC possede une activité basale, produisant de I'IP3 sans activation
muscarinique (= 160 nM), et pour éviter I'attrition des especes (e.g. PI) lors de stimulations ré-
pétées. La validation finale de la voie de signalisation complete a été obtenue en reproduisant
les cinétiques d’inhibition et de restauration du Iy suite a 'application de 10 uM d’Oxo-M
(Figure 3.12A), ainsi que la DR de cette inhibition (Figure 3.12B). Les modifications apportées
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Figure 3.11 - Validation du modéle de M1r dans les conditions de surexpression des protéines. Les
différentes observables sont la densité de récepteurs couplés au ligand Oxo-M (RL, noir), de protéine-G
trimérique (Gabg, vert), de récepteur lié & Ggy (RGb, bleu), et de PLC activée (GaPLC, rouge). Lapplica-
tion simulée de 10 uM d’Oxo-M permet de reproduire numériquement les cinétiques d’activation et de
désactivation (A), les quantités (B), ainsi que les DR (C) des différentes espéces issues des résultats de
Falkenburger et al. (2010a).
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au modele ont permis en outre de mieux approcher les valeurs expérimentales, notamment
grace au bouclage du cycle des PIs. Pour autant, un raffinement supplémentaire pourra étre
apporté au modele, en intégrant les différentes modulations impliquées dans le cycle des Pls.
En particulier, la dépendance au calcium de I'activité des kinases devrait étre incluse, en tirant
parti des résultats de Purvis et al. (2008).
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Figure 3.12 - Validation du modele de courant-M (Iy;) activé par M1r. A - Inhibition et restauration du
Ip suite a 'application de 10 uM d’Oxo-M. Les résultats simulés reproduisent ceux de Falkenburger
et al. (2010b). B - DR de l'inhibition du Iy; par I'Oxo-M. Les modifications du modele permettent
d’obtenir une IC5¢ de 151 nM, plus proche des résultats expérimentaux de Falkenburger et al. (2010b)
(ICsp = 127 nM).

Lexpression des protéines dans les cellules transfectées, méme dans les conditions endogénes
de Falkenburger et al. (2010b,a), peut différer de la situation neuronale. Ainsi, lors de 'inté-
gration du modéle M1r dans le neurone pyramidal de CA1, certains parameétres tels que les
densités de récepteurs, de protéine-G et de PLC, et des PIs ont été ajustés pour reproduire
les résultats de Winks et al. (2005), produits a partir de neurones ganglionnaires de rats. Ces
résultats montrent en particulier que I'inhibition du Iy dans ces neurones n’est pas totale
suite a I’activation de M1r; et 'ajustement des parametres, notamment de la densité de M1r
(~1 ,um'z, (Yamasaki et al., 2010)), a permis de reproduire la dynamique et la DR de cette in-
teraction (Figure 3.13). Encore, le modele de courant proposé dans Falkenburger et al. (2010b)
repose sur une dépendance quadratique entre la densité des canaux liés au PIP2 et le courant
Kv7.2/3. Bien qu’il puisse suffire a la description de la situation des cellules utilisées dans
I’étude originale, 'absence d’'une dépendance au potentiel de membrane et de cinétiques
d’activation/désactivation le rend inadéquat dans le cadre d'un modele de I’électrophysiolo-
gie neuronale. L'article de Shah et al. (2008) a mis en évidence I'influence fonctionnelle du
In sur I'activité de neurones hippocampiques de CA1l : un modele plus réaliste, basé sur le
formalisme de HH a été utilisé dans nos simulations pour I'étude de I'influence des mAChr
sur l'activité hippocampique (chapitre 7).
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Chapitre 3. Modeles a I’échelle synaptique et subcellulaire

Comme évoqué dans la section 1.8, 'activation muscarinique déclenche de multiples cascades
biochimiques, pour des effets variés sur I'activité neuronale. Le modele décrit ici en simule un
effet majeur, et pourra étre complété par la cascade de mobilisation du calcium intracellulaire
par I'IP3 (en tirant parti des modeles associés au mGluR, déja implémentés). Cela permettra
d’introduire I'activation des KCa SK et BK modulant I’excitabilité dendritique, et reproduisant
les effets biphasiques de I'activation muscarinique, observés par Dasari et Gulledge (2011)
dans les neurones hippocampiques. Des cascades et observables supplémentaires pourront
aussi étre ajoutées, tels que I'activation de la PKC ou des ERK, afin de simuler la modulation
cholinergique des NMDAr et de la LTP.

Dans ce chapitre, nous avons présenté les différents modéles des synapses et des mécanismes
intracellulaires, et expliqué en détails les processus de construction et de validation des
modeles de NMDAr et de M1r. Ces modeéles permettent de prendre en compte précisément
la dynamique des effets de composés pharmacologiques sur ces récepteurs et leurs voies
de signalisation. Bien qu’ils puissent étre utilisés seuls pour simuler le comportement de
systemes d’expression spécifiques (comme le modéle de M1r de Falkenburger et al. (2010a)),
notre approche de reconstruction nous amene a les intégrer a I’échelle supérieure, dans des
modeles de neurones et de microcircuits que nous allons présenter dans le chapitre suivant.
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Figure 3.13 - Validation du modéle de Iy; neuronal. A - Le modéle du cycle des PIs et du I permet
de simuler la cinétique et 'amplitude de 'hydrolyse et de la restauration de la densité de PIP2 (en
haut, bleu), de la densité de canaux Kv7 actifs (en haut, rouge), et du Is (en bas, courbe bleue), suite
a l'application de 10 uM d’Oxo0-M, reproduisant les résultats de Winks et al. (2005) (en bas, points
mauves). B - DR de I'inhibition du Iy par I'Oxo-M, validée en regard de Winks et al. (2005).
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des microcircuits

En plus des modeles synaptiques et subcellulaires décrits dans le chapitre précédent, mon
travail d'implémentation a aussi consisté au développement et a la validation de modeles
des neurones composant le microcircuit de ’aire CA1 de I'hippocampe. L'enjeu est d’ obte-
nir des modéles de neurones aux caractéristiques électrophysiologiques réalistes, et de les
interconnecter en utilisant les modeles de synapses embarquant les KM des récepteurs et les
canaux ioniques décrits précédemment, afin d’effectuer des expérimentations mimant celles
réalisées sur des cultures de neurones ou des tranches de cerveau et d’accomplir des études
pharmacologiques numériques virtuelles. Elément central de ce microcircuit, le modele de
neurone pyramidal ou cellule pyramidale (PC) mis en ceuvre dispose d’'une morphologie
dendritique détaillée.

4.1 Modele de neurone pyramidal de I'aire CA1

La reproduction précise de la maniere dont les entrées synaptiques sont intégrées sur 'arbre
dendritique, pour étre converties en séquences de décharges spécifiques par les neurones
pyramidaux, est une étape importante de la modélisation des bases cellulaires de I'activité
hippocampique et de sa fonction de traitement du signal. Une reconstruction 3D de PC de CA1,
une identification de leurs propriétés biophysiques membranaires, et une modélisation ont été
réalisées dans I'étude de Golding et al. (2005). Le neurone sélectionné provient d'une tranche
d’hippocampe de rat adulte (55 jours, cellule 3) : son soma était situé dans le s.p. (situation
normale) ; ses dendrites étaient complétement marquées et épargnées par la coupe; et son
comportement électrophysiologique était stable (e.g. atténuation des dépolarisations sur I’axe
somato-dendritique). Ce modéle a été réutilisé dans d’autres travaux computationnels, pour
étudier les conditions d’initiation et de propagation des décharges dendritiques sous 'effet de
stimuli excitateurs de la voie perforante (VP) (sur les dendrites apicales du s.I-m) et de la voie
associative/commissurale (sur les dendrites apicales du s.r.) (Jarsky et al., 2005).

D’une morphologie typique (Figure 4.1A), le modele de PC comprend un soma placé dans le
s.p., un arbre dendritique dit basal et un axone dans le s.o.. Partant de I'autre coté du soma, le

89



Chapitre 4. Modéles a I'échelle des neurones et des microcircuits

tronc principal de la dendrite apicale traverse le s.r, et se sépare en dendrites plus fines dites
obliques. A son extrémité, un embranchement de dendrites forment une touffe dans le s.I-m.
Les dendrites du s.r. et du s.o. accueillent la majorité des synapses excitatrices provenant du
CA3 par les CS, et celles du s.I-m recoivent celles de la VP.

Les propriétés biophysiques élémentaires de ce type de neurone ont été relevées par Golding
et al. (2005). La résistance d’entrée et la constante de temps du modele ont été obtenues en
ajustant les parametres de conductivité membranaire spécifique (gn,) et de capacité mem-
branaire spécifique (Cy,), pour reproduire la réponse du neurone a une injection de courant
hyperpolarisant dans le soma (Figure 4.1B). En plus des propriétés électriques passives et mor-
phologiques, les dendrites des neurones expriment des conductances actives qui influencent
les réponses postsynaptiques et leur conferent des propriétés intégratives complexes. Par
exemple, des PA dendritiques peuvent étre générés suite a des dépolarisations suffisantes
(Johnston et al., 1996; Hiusser et al., 2000) (Figure 4.2).

Les modeles de canaux sodiques et potassiques voltage-dépendant (Nav et Kv), sous forme de
conductances spécifiques variables (modeles de HH), ont été intégrés au neurone (Migliore et
Shepherd, 2002; Jarsky et al., 2005) (Figure 4.1C). Les Nav sont les principaux responsables
de la dépolarisation brutale initiant un PA : leur densité est élevée dans le soma et dans les
nceuds de Ranvier de I’axone, plus faible et indépendante de la distance au soma dans les
dendrites (Migliore et al., 1999). Les Kv sont eux globalement responsables de la repolarisation
de la membrane terminant un PA, et sont déterminants dans la régulation de la fréquence de
décharge lors d'une dépolarisation prolongée (Hoffman et al., 1997). Les canaux Kpg, dont la
distribution suit celle des Nav, sont impliqués dans la phase tardive de la repolarisation apres
un PA. Les canaux Ky ont une distribution dendritique croissant avec la distance au soma, et
des propriétés d’activations différentes entres les compartiments proximaux et les dendrites
distales (Kap et Kaq). Ils jouent un role majeur en atténuant la propagation rétrograde des PA,
et 'application du bloqueur 4-aminopyridine (4-AP) dans le milieu extracellulaire augmente
I'excitabilité dendritique de maniére critique (Magee, 1998; Migliore et al., 1999) (Figure 4.3A).
Ces différents modeles de canaux, dont la cinétique est définie par le formalisme de HH
(Figure C.1), reproduisent leurs caractéristiques normales. Leur modulation par I'action d'un
composé pharmacologique peut toutefois étre rendue complexe, car les variables qui les
définissent sont généralement obtenues empiriquement. La méthode permettant d’exprimer
un KM équivalent, décrite dans la section 2.2 pour le cas du Nav, pourra étre appliquée aux
différents autres canaux le cas échéant.

Deux conductances supplémentaires ont été implémentées afin de compléter les propriétés
du modele. Le courant-H (Iyy) est un courant cationique mixte (Viey = -30 mV), issu des
canaux HCN. La distribution, les propriétés cinétiques et I'effet de cette conductance sur la
propagation des signaux dendritiques dans les PC de CA1 ont été évalués par Magee (1998).
Iy s’active a des potentiels généralement inférieurs au potentiel de repos de la membrane
(V172 = -90 mV), et son effet est mis en évidence par la diminution de 'hyperpolarisation
induite par un courant entrant (Figure 4.1B). Comme mis en évidence par Golding et al. (2005)
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Figure 4.1 - Modéle de neurone pyramidal de CAl. A - Morphologie du modéle, composé d’'un soma
dans le s.p. (noir), de dendrites basales (rouge foncé) et d'un axone (rouge clair) dans le s.0., d'un
tronc apical (vert) se développant en dendrites obliques (bleu) traversant le s.r, et en une touffe dans
le s.I-m (orange). Les cones noirs et rouges représentent les points d’enregistrement pris en B. B -
Hyperpolarisations générées par I'application d’'un courant de -50 pA pendant 400 ms, enregistrées
dans le soma (noir) et dans la dendrite apicale (rouge, cf. A). Le tracé du bas (I;") est obtenu en bloquant
le courant Iy, et permet de calculer la résistance d’entrée Ry et la constante de temps de la membrane
Tm. Le tracé du haut Ig* correspond a la situation controle, et permet d’observer la réduction de
la résistance de membrane, le décalage de potentiel de repos, et la diminution de 'amplitude de
I'hyperpolarisation induite par le courant Iy. Les points correspondent aux données expérimentales
relevées dans la Figure 1B et 1C (cellule 3) de Golding et al. (2005). C - Conductances maximales (S.cm™)
des canaux Nav (noir), Kpr (rouge), Ky proximaux Ky (bleu) et distaux Kaq (vert), HCN (I, magenta)
et Kv7 (Iv, cyan), dans les différents neurites en fonction de la distance. Les distances négatives
correspondent aux segments situés sous le soma en A, et les carrés correspondent aux compartiments
axonaux (SIA et nceuds de Ranvier).
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et Magee (1998), Iy réduit la résistance d’entrée du neurone, et sa distribution spatiale non
uniforme éleve différentiellement le potentiel de repos dendritique (Figure 4.1B, C). Le modele
mis en ceuvre reprend les paramétrages ayant permis de mettre en évidence son impact
sur 'excitabilité dendritique, et d’expliquer certains des effets de la lamotrigine, un MAE
(Poolos et al., 2002; Migliore et Migliore, 2012). Cette implémentation a aussi été validée en
reproduisant les effets de Ij; sur le potentiel de repos, sur la résistance de membrane, et sur la
propagation dendritique d’hyperpolarisations somatiques rapportés par Golding et al. (2005)
(Figure 4.1B, Figure 4.3B).

Le courant-M (Iy1), déja abordé dans la section 3.5, est conduit par les canaux potassiques
Kv7.2/3. 1l est modulé par le M1r et sa localisation dans le soma et le SIA lui confére une grande
influence sur I'excitabilité des PC de CAl. Son implémentation est basée sur les résultats
et le modele de Shah et al. (2008), qui ont mis en évidence son role dans la régulation de
leur activité. En particulier, Iy rectifie le potentiel de repos somatique vers des valeurs plus

VP seule

CS seules

—_—

VP+CS
40 mV

5 ms

Figure 4.2 — Intégration dendritique du signal excitateur. Les dendrites du modele de PC sont peuplées
par une distribution homogene de synapses excitatrices sur les obliques du s.r. (rouges, 268) et dans le
s.I-m (jaunes, 269), modélisées par des conductances variables, tel que décrit dans Jarsky et al. (2005)
(Figure 3). Alors que la stimulation des synapses du s.I-m seule est suffisante pour déclencher un PA
dendritique, celui-ci ne se propage pas vers le soma (VP seule). L'activation des synapses du s.7. génere
une dépolarisation subliminaire de la cellule (CS seules), mais lorsqu’on active simultanément les deux
populations synaptiques, le PA dendritique provenant du s./-m peut se propager jusqu’au soma et
déclencher un PA somatique.
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hyperpolarisées, et il est responsable de I’adaptation de la fréquence des PA suite a une
dépolarisation prolongée (Figure 4.4A).

Le modele est donc validé en regard de différents résultats de référence. D’abord, en reprenant
le dispositif de stimulation de Jarsky et al. (2005), il reproduit le résultat important que l'activa-
tion des synapses excitatrices de la VP est généralement incapable de déclencher une décharge,
mais que la stimulation simultanée des CS favorise la propagation des PA dendritiques, et
I'occurrence d’'un PA somatique (Figure 4.2). Ensuite, lorsqu’on y applique un courant dépola-
risant constant, ce modele reproduit 'adaptation de la décharge du neurone par les courants
Iy et Iy (Figure 4.4A), et sous l'effet d'un courant intense, il simule I'occurrence d'un bloc de
dépolarisation, c’est a dire d'une saturation des canaux sodiques et potassiques empéchant les
PA, étudiée par Bianchi et al. (2012) (Figure 4.4B, Figure C.2). Enfin, les propriétés intégratives
des dendrites sont validées, en reproduisant les profils d’amplitude des PA retropropagés dans
les conditions normales, et sous I'influence d'une inhibition des canaux potassiques Ky, tels
que décrits dans Migliore et al. (1999) d'une part, et d’autre part en reproduisant I'atténuation
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Figure 4.3 - Simulation de la propagation dendritique des PA et des hyperpolarisations. A - Un PA
est généré dans le soma par une bréve impulsion de courant dépolarisant (1 nA pendant 1,5 ms),
et on mesure I'amplitude du PA rétropropagé a des positions variables dans différentes dendrites
apicales : le tronc (noir), deux branches obliques du s.7. (rouge) et une dendrite du s.I-m (jaune). Cette
amplitude est modulée par les canaux Ky, dont on fait varier la conductance maximale gx, a 48 (valeur
normale, traits pleins), 24 (tirets) et 0 (pointillés) mS.cm™2, reproduisant les résultats de Migliore et al.
(1999) (Figure 1B). B - Un courant hyperpolarisant est injecté au soma (50 pA). On mesure I'amplitude
de I'hyperpolarisation (a I’état stationnaire, apres 400 ms) a différentes positions sur le tronc apical,
exprimée relativement a I’amplitude de '’hyperpolarisation somatique. Les simulations reproduisent
les résultats expérimentaux de Golding et al. (2005), dans les conditions contréle (I, traits et points
noirs, RMSE = 95.10°3, et sous l'influence des bloqueurs de Iy Chlorure de Césium (Cs) et ZD7288
(traits, poins et carrés bleus resp. RMSE = 98.10°%).
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d’une hyperpolarisation somatique dans la dendrite apicale, dans les conditions normales et
en présence de bloqueurs de Iy, testée par Golding et al. (2005) (Figure 4.3B).

La distribution dendritique de VDCC a été aussi caractérisée (Magee et Johnston, 1995; Magee
et al., 1998). Ils génerent des pics de la concentration de calcium apres une excitation den-
dritique, plus lents que les PA. Ces pics calciques sont contraints dans les dendrites, et les
dépolarisations associées sont contrées par I’activation de canaux potassiques sensibles au
calcium (SK/BK), responsables des PHP suivant les PA (Golding et al., 1999). La signalisation
calcique est classiquement associée a des phénomenes de plasticité, mais la caractérisation
de ces pics est moins bien établie que celle des PA dépendants du sodium et du potassium
(Johnston et al., 1999). De plus, leur modélisation implique d’utiliser, en plus des différents
sous-types de VDCC (L-N-T-R-P/Q), les KCa SK et BK, ainsi qu'un modele d’accumulation/dif-
fusion du calcium dans tous les segments du modele, pour un cofit calculatoire relativement
élevé. J'ai toutefois intégré ces différents éléments a partir des résultats de Poirazi et Pissadaki
(2010), mais ils restent une option au modele, qui n'a généralement pas été utilisée dans les
applications présentées ici, sauf mention contraire.
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Figure 4.4 — Modulation simulée des décharges du modele neurone pyramidal par Iy et Iy. Sous
injection d'un courant continu dépolarisant, la fréquence et 'amplitude des décharges du neurone
sont modulées par les courants Iy et Iyy. A - Pour I =350 pA, le blocage de Iy et de Iy inhibe I'adaptation
de la fréquence de décharge. B - Pour I = 800 pA, le blocage de Iy induit un bloc de dépolarisation, c’est
a dire I'évanescence des PA suite a la suractivation des Nav, empéchant les oscillations entre courants
sodiques et potassiques de se produire.
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4.2 Population synaptique du neurone pyramidal

Comme décrit dans la section 1.7, les PC de CA1 sont sous 'influence de synapses excitatrices
glutamatergiques (issue de la VP et des CS), de synapses inhibitrices GABAergiques activées
par des IN, et d'une modulation cholinergique (afférences septales). Comme développé dans
la section précédente, les dendrites des PC ont des propriétés actives, et I'intégration du signal
par le neurone dépend en grande partie du nombre, des proportions et des distributions des
entrées synaptiques excitatrices et inhibitrices. Létude de Megias et al. (2001) a permis de
reconstruire finement la morphologie d'une PC de I'aire CA1 d’un rat adulte par microscopie
optique, et d’évaluer les densités de synapses glutamatergiques et GABAergiques convergeant
sur les différentes dendrites, le soma et le SIA par microscopie électronique (Figure 1.5). Il
a ainsi été évalué qu'une PC recevait environ 30 000 synapses excitatrices et 1 700 synapses
inhibitrices, qu'une grande proportion des épines dendritiques étaient dans le s.r, en particu-
lier dans les obliques (s.7. : 55 %, s.0.:39 %, s.I-m : 6 %), que les épines du s./-m étaient moins
nombreuses mais plus volumineuses, et qu'une fraction importante des synapses inhibitrices
étaient localisées dans la zone périsomatique (i.e. soma et base des dendrites principales).

NEURON permet de regrouper les sections d'un neurone dans des listes (SectionList), et les
différentes catégories de dendrites établies par Megias et al. (2001) ont été appliquées au
modele de PC (tronc apical divisé en 3 portions : Radiatum Thick proximal/medial/distal,
dendrites obliques du s.7. : Radiatum thin, dendrites du s.I-m: I-m thick/medium/thin, den-
drites basales oriens proximal/distal), afin de pouvoir distribuer les densités de synapses selon
ces spécifications (Figure 1.5). Un ensemble de méthodes a été créé pour pouvoir instancier
des synapses sur une portion de I’arbre dendritique, suivant des distributions localisées (en
spécifiant les positions des synapses sur les sections), homogenes (a partir d'une densité ou
d’'un nombre, réparties sur la longueur des sections, exemple en Figure 4.2), ou aléatoires
(I’algorithme choisit au hasard une fraction de la densité totale de synapses). En utilisant
le modele générique de synapse, il est relativement aisé de paramétrer les différentes po-
pulations synaptiques, et de les manipuler pour les stimuler ou pour connecter le terminal
a l’axone d’'une cellule présynaptique. Il est aussi possible de moduler la complexité de la
synapse, en utilisant uniquement le compartiment présynaptique (les stimuli activent alors
directement le modéle de diffusion de NT), en passant d'un modele de récepteur simplifié
(conductance variable activée par les événements présynaptiques, dite synapse alpha) a un
modele complexe intégrant des KM, ou en ajoutant les modeles d’accumulation/diffusion des
especes ioniques lorsque c’est nécessaire (e.g. le chlore, cf. section 3.4, et 6.8.2).

Les densités de synapses mesurées par Megias ef al. (2001) sont prises comme une référence
globale pour ajuster la proportion excitation/inhibition et les localisations respectives des
différentes projections. Toutefois, la totalité des synapses morphologiquement présentes n'a
généralement pas été explicitement intégrée, car il n’est utile d’instancier que les synapses
effectivement activées pour simuler le comportement du neurone. De plus, ces contraintes ne
permettent pas d’établir la puissance individuelle de chaque synapse : I'étude de Magee et
Cook (2000) apporte une contrainte complémentaire, en établissant que 'amplitude des PPSE
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dendritiques unitaires transmis par la conductance de AMPAr augmente avec la distance de
la synapse par rapport au soma, et contrebalance I'atténuation dendritique pour générer un
PPSE somatique d’amplitude constante (= 0,2 mV). Ainsi, en utilisant le modele générique de
synapse glutamatergique décrit en section 3.2, stimulé par une impulsion unitaire, et en le
déplacant le long du tronc apical du modele de PC, on peut déterminer le nombre de AMPAr
nécessaires pour créer cette dépolarisation somatique de 0,2 mV (Figure 4.5A). On observe en
outre que le profil simulé des dépolarisations dendritiques en fonction de la distance au soma
correspond aux résultats de I'étude. Le léger biais entre les résultats expérimentaux et simulés
est attribué a I'’emploi de bloqueurs de canaux sodiques (tétrodotoxine (TTX)) et potassiques
(Césium) dans les solutions extracellulaires du dispositif expérimental.

Des études ultérieures, notamment Andrasfalvy et Magee (2001) et Smith ef al. (2003) ont
confirmé cette variation de la conductance des synapses excitatrices du s.r, en ajoutant que
les propriétés présynaptiques et les cinétiques propres du AMPAr étaient elles invariables,
suggérant que la variation du nombre de récepteurs (et non leur composition en sous-unités)
peut expliquer ces résultats. Létude de Andrasfalvy et Magee (2001) inclut ’analyse de la
conductance NMDATr de ces mémes synapses. Les résultats indiquent une relative invariance
de ces courants avec la distance au soma, dont on peut déduire un ratio de conductance
AMPAr : NMDAr, compris entre 2: 1 et 6 : 1. Lintégration du modele de NMDAr dans ces
synapses, et la comparaison des réponses unitaires, nous permet d’établir une plage de
valeurs possibles entre 5 et 30 NMDAr par synapse (Figure 4.5B).

Létude de Nicholson et al. (2006) corrobore les observations précédentes (Magee et Cook,
2000; Andrasfalvy et Magee, 2001; Megias et al., 2001). En analysant |'expression des AMPAr et
NMDAr, ainsi que la proportion de synapses perforées dans les compartiments proximaux
et distaux des dendrites apicales, incluant celles du s./-m, il y est montré qu'une corrélation
entre le volume de I'épine et le nombre de AMPAr existe (Smith et al., 2003; Katz et al., 2009).
En établissant que la proportion de synapses perforées était d’autant plus grande que leur
distance au soma était élevée, et que la conductance AMPAr était singulierement moindre
dans le s.I-m, ces résultats suggeérent que les compositions en récepteurs des synapses du s./-m
suivent des contraintes différentes de celles du s.7.. Alors qu’on peut faire I'hypothese que la
composition en AMPAr des synapses du s.7. doit permettre des PPSE somatiques constants, il y
est proposé que le critere dans le s.I-m soit de générer des dépolarisations amples déclenchant
des PA dendritiques (i.e. permettant d’atteindre le seuil d’activation des canaux sodiques
Nav = -30 mV), en cohérence avec les résultats de Jarsky ef al. (2005) (Figure 4.2).

Ces différents résultats permettent d’établir des critéeres pour la composition des synapses
excitatrices de la VP et de la voie associative, a méme de reproduire un comportement élec-
trophysiologique moyen. Pour autant, ces régles sont a considérer comme des repéres pour
calibrer le modeéle, et il est important de rappeler que ces compositions sont sujettes a une
variabilité importante entre les cellules, dépendantes de 1'dge du sujet expérimental et du
protocole employé. L'étude de Marie et al. (2005) permet d’entrevoir comment I'activation de
voies de transcription impliquées dans la plasticité synaptique peut modifier ces équilibres, in-
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Figure 4.5 - Composition en récepteurs des synapses glutamatergiques du modele de PC de CA1. A -
Détermination du nombre de AMPAr en fonction de la position de la synapse. Le modéle de synapse
glutamatergique, contenant uniquement des AMPAr est stimulé par une impulsion unitaire, et on
effectue une recherche du nombre de AMPAr nécessaires pour obtenir un PPSE somatique de 0,2
mV. i - Lamplitude du PPSE dendritique (rouge) et somatique (noir) est rapportée en fonction de la
distance de la synapse au soma. Les traits continus correspondent aux résultats simulés et les tirets
aux résultats de Magee et Cook (2000) (Figure le). ii - Le nombre de AMPAr nécessaires pour obtenir
les amplitudes de i, en fonction de la distance au soma. B - CPSE unitaires de synapses du s.z.. Une
synapse unitaire est isolée sur un compartiment a voltage constant (V. = -80 mV) puis stimulée par
une impulsion carrée de glutamate (1 mM pendant 10 ms), en présence de 10 uM de glycine, et sans
Mg?*, pour simuler les expériences en patchs excisés de Andrasfalvy et Magee (2001). Les nombres
de AMPAr utilisés correspondent aux valeurs des positions proximales (34 a 125 um) et distales (59 a
250 um) retenues en A-ii (pointillés). Les tracés noirs représentent les courants AMPAr, et les tracés
rouges et bleus correspondent aux nombres de NMDAr compris dans la plage des ratios retenus (2 : 1
et6:1,resp.; 17et6eni, 30 et 10 en ii, resp.)
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duisant notamment un changement de la fraction de synapses silencieuses. Aussi, les résultats
de Poirazi et al. (2003) et de Katz ef al. (2009) suggerent que les dendrites du s.r. formeraient
un systeme d’intégration a deux étages, dont les dendrites obliques seraient les unités de base.
Bien que je n’ai pas utilisé cet aspect pour contraindre les parametres synaptiques, ni étudié
ce phénomene en détails, il n’est pas incompatible avec le critere de Magee et Cook (2000).

En plus de la composante excitatrice, les PC de CA1l sont sous I'influence de synapses inhi-
bitrices. Pour réaliser et contraindre un modele fonctionnel de la PC et du microcircuit de
CAl, il estimportant de tenir compte de 'impact des projections inhibitrices, en particulier
de I'inhibition périsomatique et dendritique, transmises par des IN formant des projections
antérogrades (e.g. BC, BSC) et rétrogrades (e.g. O-LM). Les résultats de Megias et al. (2001) four-
nissent une contrainte globale sur les densités morphologiques et les distributions spatiales
des différentes synapses. En outre, des données morphologiques et fonctionnelles permettent
de déterminer les amplitudes des courants GABAergiques périsomatiques et dendritiques. Les
études de Williams et Stuart (2003) et Andréasfalvy et Mody (2006) établissent que les courants
GABAergiques sont relativement constants sur I'arbre dendritique, et une valeur d’environ 20
GABAAr permet d’obtenir des amplitudes similaires a celles des CPSI miniatures enregistrés
(Figure C.3).

On sait que les IN forment des connexions multiples avec les PC. Par exemple, une BC projette
entre 2 et 6 terminaux synaptiques dans la zone périsomatique (Miles et al., 1996), une BSC
établit entre 6 et 10 contacts sur différentes dendrites de la PC (Buhl et al., 1994a), et une O-LM
forme environ 10 synapses sur les dendrites distales d'une méme PC (Maccaferri et al., 2000;
Bezaire et Soltesz, 2013; Miiller et Remy, 2014). En 'absence d'une modélisation explicite des
IN, il est possible de tirer parti de certaines données fonctionnelles afin de déduire la cinétique
et’amplitude des CPSE dans une configuration donnée. La puissante inhibition dendritique
antérograde associée a la voie perforante présente une activation et une désensibilisation
lentes, impliquant GABAar et GABAgr (Elfant et al., 2008). Les résultats de Dvorak-Carbone
et Schuman (1999) et de Pissadaki et Poirazi (2007) nous permettent de paramétrer la com-
position et le nombre de synapses associées. En appliquant un délai correspondant a un
relais disynaptique (= 2 ms) entre la date d’activation des synapses glutamatergiques et celle
des synapses GABAergiques, on peut reproduire 'amplitude et la cinétique de la réponse
(Figure 4.6A). De la méme maniere, les résultats de Pouille et Scanziani (2001) et de Campanac
et al. (2013) permettent d’établir une relation entre I'amplitude des PPSE générés par la stimu-
lations des CS, et des PPSI induits par I'activation des BC, et d’en déduire une relation entre les
fractions de synapses activées (Figure 4.6B). Enfin, pour I'inhibition rétrograde transmise par
les O-LM, NEURON permet de paramétrer un délai entre la décharge de la PC et I'activation
synaptique (= 6 ms, Saraga et al. (2008)), et les caractéristiques de ces synapses ont été validées
en regard des travaux de Maccaferri et al. (2000) et Elfant et al. (2008) (Figure 4.6C).
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Figure 4.6 — Ajustement des projections inhibitrices du modele de PC. Les synapses inhibitrices des PC
de CA1 sont activées par des voies antérogrades (A,B) et rétrogrades (C), faisant intervenir différents
IN modélisés comme des délais. A - Simulation des PPSI somatiques déclenchés par la stimulation
de la VP pour une impulsion simple, un train d'impulsions (10 a 100 Hz) et une série de 10 trains,
validés d’apres Dvorak-Carbone et Schuman (1999) (Fig. 1A, 1B et 3A, resp.). B - En haut, simulation
d’un PPSI déclenché par la stimulation unique des CS (trait noir), et isolement du PPSE (trait rouge)
par application de I'antagoniste du GABAar bicuculline, validés d’apres Pouille et Scanziani (2001)
(points noirs et rouges, resp., Fig 3B). La différence de cinétique de descente observée dépend de
I'activation des NMDAr, inhibés dans 'expérimentation. En bas, en simulant différentes combinaisons
des fractions de synapses glutamatergiques et GABAergiques périsomatiques activées (d’apres Megias
etal. (2001)), on peut identifier celles produisant un ratio identique (points), et en déduire un modele
analytique (tirets). C - Simulation de I'activation des synapses de 'inhibition rétrograde (traits), dont
I'amplitude correspond aux résultats de Elfant et al. (2008) (Fig. 5C). La différence de cinétique de
désactivation est liée au courant Iy, désactivé dans la simulation.

4.3 Modele simplifié du microcircuit hippocampique

Afin de mieux tenir compte des dynamiques propres des IN, a I'origine des effets de synchro-
nisation dans CAl, et dans le but d’augmenter le champ des questions adressables par nos
modeles, en particulier pour I'étude des rythmes neuronaux (chapitre 7), j'ai recherché et
implémenté différents modeles des IN, et mis au point un modeéle de ce microcircuit.

Le modéle est basé sur différents travaux, dont ceux de Cutsuridis et al. (2010a) qui ont décrit
un modele de microcircuit intégrant plusieurs types d’IN et un modéle plus simple de PC,
ainsi que ceux de Hajos et al. (2004), qui ont étudié plus spécifiquement la modulation du
rythme théta par la voie septo-hippocampique (VSH) (cf. chapitre 7), en utilisant un modele
plus complet intégrant des inhibitions récurrentes dans les populations d’IN.

Le modele de BC est basé sur les travaux de Wang et Buzsdaki (1996), qui ont mis en évidence les
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conditions de synchronisation dans la bande y (20-80 Hz) de ces populations de cellules, puis
il a été complété a partir de Cutsuridis et al. (2010a) afin d’intégrer une morphologie et des
caractéristiques électrophysiologiques plus détaillées. La morphologie dendritique est compo-
sée de 22 sections (C, = 0,8 uF.cm'z, résistivité membranaire spécifique (Ry,) = 40,8 kQ.cm?,
résistivité cytoplasmique (R¢) =200 Q.cm). Le soma et les dendrites incluent des conductances
Nav, Kpg, Ka, VDCC-L, VDCC-N et KCa, ainsi qu'un modeéle de la dynamique du calcium intra-
cellulaire. Leur soma est placé dans le s.p., et les entrées synaptiques excitatrices, réparties sur
I'arbre dendritique et dépourvues d’épines (Freund et Buzséki, 1996), integrent des AMPAr
et des NMDAr avec un ratio NMDA : AMPA de 20 % (Papp et al., 2013). Le modele de BSC
a des propriétés similaires aux BC, mais une conductance Nav plus élevée (0,2 S.cm™2). Ces
cellules sont stimulées par les CS, via des synapses glutamatergiques, elles aussi dépourvues
d’épines (Maccaferri et al., 2000). Le modele de cellule O-LM est basé sur Hajos ez al. (2004). 11
est composé d'un compartiment somatique unique (Cp, = 1,0 uEcm™?, Ry, = 10 kQ.cm?), et
inclut les conductances Nav, Kpr, VDCC-N, KCa, et le courant Iy (Miiller et Remy, 2014). Les
activités de ces différents neurones isolés, en réponse a des injections de courants et a une
stimulation synaptique excitatrice sont représentées en Figure 4.7.

Les distributions dendritiques des synapses excitatrices et inhibitrices de ces différents types
cellulaires sont décrits dans Gulyés et al. (1999) et Miiller et Remy (2014). La connectivité
entre les populations neuronales est estimée a partir des parametres de convergence et de
divergence des projections, résumés par Hajés et al. (2004), Miiller et Remy (2014) et Bezaire
et Soltesz (2013) (Figure 4.8).

En particulier, les BC forment un réseau contenant une forte densité de connexions récur-
rentes. Il a été suggéré que les oscillations cohérentes rapides dans la bande y observées dans
les microcircuits corticaux et hippocampiques pouvaient étre entrainées par une activité
cohérente de ces réseaux d'IN (Buzséki et al., 1983; Wang et Buzséki, 1996; Bartos et al., 2002,
2007). En reproduisant les tests décrits dans les travaux de Wang et Buzsaki (1996), on observe
que les neurones de ce réseau tendent effectivement a synchroniser leurs activités dans la
bande de fréquence gamma (y, 20-80 Hz) (Figure 4.9). Leffet n’est pas aussi visuellement
évident lorsque les IN sont stimulés par des entrées synaptiques, mais cette propension a la
synchronisation dans les réseaux d’IN persiste, et est identifiée comme un des mécanismes de
la genese des oscillations hippocampiques (Gloveli et al., 2010).

Dans un exemple de composition, Figure 4.10, le réseau est constitué de 20 PC, 50 BC, 50 BSC,
et 50 O-LM, connectés entre eux selon les parametres décrits en Figure 4.8B. Le systeme est
stimulé par I'activation des CS et de la VP, modélisés comme des trains d’impulsions a 4 Hz,
dont les temps d'impulsions sont distribués aléatoirement selon les synapses (distribution
normale centrée sur les dates exactes A (u = 0 ms, o2 =75 ms)), formant des ondes excita-
trices au rythme théta, a la maniére de Cutsuridis et al. (2010a). Les neurones sont placés a
équidistance d’'une électrode virtuelle placée dans le s.p., permettant d’enregistrer le potentiel
extracellulaire (PCL). On simule deux configurations : la configuration Contréle (A) comprend
toutes les connexions, et dans la configuration Sans-inhibition (B), on enleve les synapses
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Figure 4.7 — Activité électrophysiologique des modeles d'IN, sous injection d'un courant dépolarisant
(50 pA) ou hyperpolarisant (-100 pA) (tracés du haut, rouge et bleu resp., + 300 pA pour la PC), et suite
al’activation des CS par un train de 5 impulsions a 100 Hz (tracés du bas. LO-LM est stimulée par les

PA de la PC).

BSC OLM

VP

Divergence : 3¢ Convergence : 3¢ cS

P, —> P. P, —» P,

Figure 4.8 - A - Tllustration des notions de convergence et de divergence des projections entre deux po-
pulations neuronales. La divergence est définie par le nombre moyen de cellules de la population-cible
P, contactées par un neurone unique de la population-source Pg (3 dans 'exemple), et la convergence
estle nombre moyen d’afférences regues de la population source par une cellule postsynaptique (3 dans
I'exemple). B - Schéma simplifié du modéle de microcircuit de CAl. Les connexions glutamatergiques
et GABAergiques sont indiquées par des lignes rouges et bleues respectivement. Les parametres de
convergence (X°) et de divergence (Y9) sont indiqués pour chaque connexion.
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Figure 4.9 — Synchronisation simulée de l'activité des BC dans la bande y. Un réseau est composé
de 50 BC formant des connexions récurrentes inhibitrices (divergence = 50). On injecte un courant
dépolarisant de 60 pA dans chaque cellule, et le systéme est perturbé a t = 0 par une modification
aléatoire de I'intensité du courant pendant 50 ms (distribution normale A (i = 100 pA, 02=10 PA)). A -
Rastergramme (Ai) représentant les décharges des 50 neurones (ordonnée) en fonction du temps (abs-
cisse) et PCL (Aii). Les parties noires et rouges correspondent aux séquences t = [0;500] et [1500;2000]
ms, (resp.) isolées de la phase transitoire pour plus de clarté. B - Estimée de la densité spectrale de
puissance (DSP) sur la bande [20;80] Hz (y), calculée par la méthode de Welch (Fe=8 kHz, Ngpr = 2'3,
Nseg = 2'1) pour les deux séquences.

inhibitrices formées par les BC et les BSC sur les PC. En calculant la DSP du signal PCL, et en
intégrant sa puissance dans les bandes théta (8, 3-12 Hz), gamma (y, 20-80 Hz) et HF (100-200
Hz), on observe qu’il contient une forte composante théta, et que celle-ci dépend largement
de I'inhibition antérograde. La puissance dans la bande théta est en effet largement réduite
dans la configuration sans inhibition, au profit des activités de plus haute fréquence, qui
refletent ici une plus grande désorganisation de I'activité électrophysiologique des PC. Dans
cet exemple, le rythme théta est principalement généré par les trains d'impulsions excitatrices
de la VP des CS, simulant la situation d'un animal actif. Dans 'application du chapitre 7, on
étudiera I'impact de la modulation muscarinique sur la voie septo-hippocampique (VSH), un
autre générateur du rythme théta.

Dans ce modele, seuls les courants membranaires des PC sont intégrés au signal PCL simulé.
Ces cellules sont en effet majoritaires, en termes de densité dans le CAl (= 95 %), et leur
alignement et leur anatomie dendritique bipolaire forment des champs ouverts qui sont les
principaux générateurs du signal PCL. Par opposition, les populations d’IN sont moins denses,
et la plupart d’entre eux sont multipolaires, rendant leur contribution directe négligeable
(Makarov et al., 2010). Pour autant, les IN forment des arbres axonaux tres vastes (= 1 mm
pour les BC), et innervent un grand nombre de cellules postsynaptiques (500 a 1500 pour
les BC). Ces données justifient I'utilisation d'une plus forte proportion d’'IN dans le modéle,
car fonctionnellement, et comme le montre cet exemple de simulation, ils prennent un role
majeur dans la synchronisation de I'activité des populations de cellules principales, et donc
dans I'organisation du signal hippocampique.
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Figure 4.10 - Exemple de mise en ceuvre du modele de microcircuit de CAl. Rastergrammes des
impulsions synaptiques excitatrices de la VP et des CS, et des PA induits dans les BC, les BSC, les
O-LM et les PC. PCL enregistré dans le s.p., dans les conditions Contréle (A) et Sans-inhibition (B). DSP
calculées par la méthode de Welch (F, = 8 kHz, Nppr = 24, Ngeg = 2!2), et puissances intégrées dans les
bandes théta (6, 3-12 Hz), gamma (y, 20-80 Hz) et HF (100-200 Hz).
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4.4 Discussion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons présenté les modeles permettant de simuler I'activité des neu-
rones de I'aire CA1 de I’hippocampe. Le modele de PC permet d’intégrer ses différentes entrées
synaptiques et d’étudier la modulation de son activité dans de multiples conditions. De plus,
le développement des modeles d'IN permet d’accéder aux phénomenes pris a I’échelle des
microcircuits, tout en conservant les mécanismes fins permettant d’étudier les effets induits
par des composés pharmacologiques.

Sur le plan technique, ces modeéles font partie des derniers développements que j'ai effectués.
IIs ont nécessité le passage a la structure de modeéles présentée en section 2.6, et a la transfor-
mation d'une partie des codes pour qu'’ils soient compatibles avec des simulations en calcul
paralléle, alors que les résultats précédents se basaient sur des simulations mono-processus.
En particulier, il a fallu les rendre compatibles avec la bibliotheque LFPy (cf. sous-section 2.5.2),
et développer les fonctions permettant :

— d’instancier des cellules et de les simuler en parallele sous différents processeurs,

— d’établir les connexions logiques entre les neurones et d’instancier les synapses,

— d’effectuer les communications inter-processus pendant la simulation (parallel NEURON,

basé sur MPI) (Hines et al., 2008b).

La configuration présentée dans I’exemple Figure 4.10 comporte 170 neurones, 13 367 sy-
napses pour un total de 209 807 états déterminés par des EDO. La simulation de ce modele
sur 6 secondes, dure environ 2 heures, en répartissant les calculs sur les 8 nceuds du cluster de
Rhenovia Pharma (256 processeurs).

Lintégration de différentes échelles, incluant les modéles élémentaires de récepteurs et de
canaux ioniques, instanciés en autant de synapses sur chaque neurone simulé induit une
augmentation significative de la complexité des calculs. La simulation de la dynamique d'un
récepteur unique peut étre effectuée en moins de dix secondes dans un test typique de réponse
a une concentration constante d’agoniste, sur un ordinateur individuel. La simulation d'un
modele de neurone, méme réaliste sur le plan morphologique et ne comportant pas de modele
détaillé de synapse peut aussi s’effectuer en quelques secondes ou minutes en fonction de son
activité. En revanche, les durées de simulation deviennent rapidement trés élevées des lors
que 'on cherche a intégrer des KM complexes dans les synapses, des centaines de synapses
sur chaque neurone, et des dizaines de neurones pour simuler un microcircuit. De plus, la
mémoire requise pour enregistrer les observables des synapses individuelles, ou pour intégrer
les courants générateurs des PCL, rend nécessaire I’emploi d’ordinateurs puissants et de tech-
niques permettant la compression des données. Or le développement des modeles nécessite
d’effectuer un grand nombre de simulations, afin d’optimiser leurs parametres, d’analyser
les multiples observables, et de valider leur comportement par rapport a différents résultats
expérimentaux. C’est pourquoi les équipes de Rhenovia Pharma travaillent a optimiser autant
que possible les outils et les méthodes nécessaires au développement des modeles (Greget,
2011; Sarmis, 2013; Sarmis et al., 2013; Bedez et al., 2015; Sarmis et al., 2015). Notre capacité a
atteindre de plus hauts niveaux d’'intégration, propres a augmenter les capacités prédictives
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de nos modeles, dépend en grande partie des travaux de recherche effectués sur les méthodes,
les techniques et les technologies de modélisation et de simulation en général.

Plusieurs raffinements pourront étre apportés a ces modeles. Le modele de PC permet de re-
produire fidelement le comportement électrophysiologique de ces neurones. La modélisation
détaillée de 'arbre dendritique, permet d’étudier finement les phénomeénes de rétropropaga-
tion et les modalités de I'intégration dendritique dans des conditions multiples, mais induit
un grand nombre de segments et des temps de calcul potentiellement élevés, en particulier
lors de la constitution des modeéles de réseaux.

Le modele de PC proposé par Cutsuridis et al. (2010a), plus simple dans sa morphologie
permet de réduire significativement les temps de calcul, mais les dendrites y sont considérées
comme passives, réduisant son potentiel prédictif pour le niveau subcellulaire. Par exemple,
I'étude de Poirazi et al. (2003) permet de mieux comprendre les modalités de la sommation des
entrées dendritiques, et ouvre la voie a de potentielles simplifications du modele, en conser-
vant ses propriétés intégratives. Par ailleurs, des approches de réduction de la complexité
morphologique par analyse de Strahler, appliquées a des modeéles de cellules de Purkinje, se
sont montrées efficaces pour réduire les temps de calcul (Marasco et al., 2013). D’autres voies
permettant la réduction des modeles, tout en préservant leurs propriétés fonctionnelles et
dynamiques, sont a I'’étude par Rhenovia Pharma et ses partenaires, en utilisant notamment
des modeles non-paramétriques de synapses basés sur le développement en séries de Volterra
(Berger et al., 2010; Hu et al., 2015).

En outre, les modeles d’'IN supplémentaires pourraient étre intégrés au modele du microcircuit
de CAl. D’abord, les IN pourvoyant 'inhibition dendritique antérograde dans le s./-m jouent
un réle important (Dvorak-Carbone et Schuman, 1999; Elfant et al., 2008), et devraient étre
modélisés explicitement. Ensuite, une distinction plus fine pourrait étre apportée entre les
types d’IN activés par les CS, en particulier les IN ivy, et les IN du s.7. exprimant la CCK (Vida,
2010). Enfin, les IN dits AAC, recevant les afférences de la VP et ciblant spécifiquement le
SIA des PC, semblent avoir une influence importante sur leur décharge. Il semble que les
sous-unités de GABAxr exprimées sur le SIA des PC soient différentes des autres synapses
inhibitrices (Loup et al., 1998), et 'étude de Papp et al. (2013) devrait permettre de simuler ses
caractéristiques électrophysiologiques comparativement aux BC.

De maniére générale, I'intégration incrémentale de nouveaux modeles d’'IN releve d’une vali-
dation minutieuse : leur diversité, les connaissances parcellaires et la variabilité des conditions
d’études rendent difficile le dégagement de principes et la construction de leurs modeles.
Ainsi, le travail de synthese mené par exemple dans Bezaire et Soltesz (2013) apparait étre un
préalable indispensable a la construction d'un modéle complet du microcircuit de CA1l.

Enfin, dans le but de simuler la fonction de mémoire associative de I’hippocampe, il sera
nécessaire de poursuivre la caractérisation et la modélisation des structures de CA3 et du GD.
Des études utilisant des modéles de neurones simples ont montré qu’il était envisageable
de poursuivre un tel objectif (Hasselmo et Schnell, 1994; Koene et Hasselmo, 2009), mais les
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limites de puissance de calcul (bien qu’elles soient continuellement repoussées) semblent
imposer un intensif travail de réduction des modéles. En cela, I'approche présentée ici, en
intégrant les mécanismes de bas niveau, permet de comprendre et d’identifier les effets
essentiels, et d’en déduire les simplifications possibles, tout en préservant la possibilité de
revenir a des modeles fins pour I’étude des conditions particulieres des pathologies. Dans
cette perspective, le développement de modeéles génériques, de langages standardisés, et
l'utilisation d'une structure de code orientée-objet représentent des atouts, permettant une
utilisation modulaire des assemblages de modéles.

Plus généralement, cette partie a été consacrée a la présentation des méthodes, des outils
et des modeles qui ont été mis en ceuvre et développés dans le cadre de mes travaux. Ces
éléments constituent un ensemble de ressources disponibles pour de multiples applications :
le travail sur les méthodes et les outils permet d’accéder au niveau d’intégration souhaité
(du récepteur au microcircuit) et d’obtenir des temps de développement et de simulation
raisonnables. La constitution d’'une bibliotheque de modeles documentés, génériques et
réutilisables permet de capitaliser les ressources et d’accomplir plus rapidement de multiples
projets applicatifs. C’est a ce type d’application que nous allons nous intéresser dans la partie
suivante.
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Apres avoir présenté les objectifs globaux, le contexte biologique de mon travail puis décrit les
outils, les méthodes et les modeles que j’ai mis en ceuvre et développés, nous allons aborder
dans cette partie les réalisations effectuées dans le cadre de projets applicatifs auxquels j'ai
participé durant ma these. Ces applications sont en quelque sorte la finalité de nos dévelop-
pements, car elles consistent a tirer parti des connaissances agrégées sur les phénomenes
biologiques et sur les technologies de simulation, pour mettre les modéles a I'épreuve de
questions effectives posées par le fonctionnement de I'hippocampe et par ses pathologies.

Cette troisieme partie est ainsi consacrée a la présentation des travaux et des résultats produits
lors de trois projets successifs menés par Rhenovia Pharma. L'évolution de I'’entreprise m’'a
conduit a intervenir dans ces différents projets, qui ont soutenu le développement de nos
techniques et leur intégration dans un ensemble cohérent. Ils ont ainsi pour socle commun la
modélisation de neurones de 'hippocampe, pour fil conducteur I'intégration de la complexité
al’échelle de la synapse, du neurone et du réseau de neurones, et pour finalité I'étude des
effets de composés pharmacologiques dans des contextes pathologiques.

Le premier projet aborde la question de la plasticité synaptique et le phénomeéne de LTP,
considéré comme fondamental a la formation de la mémoire (chapitre 5). Ce théme, développé
pour un client institutionnel, a permis de valider la pertinence de I'approche de modélisation
a I’échelle de la synapse, qui était la plus aboutie au moment de 'accomplissement de ce
projet. Le deuxiéme projet traite les mécanismes sous-tendant I'épilepsie (chapitre 6). Bien
que complexe, cette pathologie a des manifestations cliniques et physiologiques relativement
claires, comparées a d’autres pathologies dont I'étiologie et le développement sont largement
méconnues, et dont les manifestations sont encore plus subtiles, multiples et complexes.
Explorée dans le cadre du consortium de recherche RHENEPI réunissant des experts en
épileptologie, cette application a de plus I'avantage de pouvoir étre abordée sous 'angle
de I'hyperexcitabilité neuronale, et de tirer parti d'une modélisation a I’échelle cellulaire.
Le troisieme projet qui sera présenté concerne la modulation muscarinique de I'activité
hippocampique, et aborde la question des oscillations hippocampiques, en particulier du
rythme théta (chapitre 7). Ces développements ont été réalisés durant ma troisiéme année de
thése dans le cadre d’'une prestation fournie a un client industriel. Ils ont été un vecteur de
I'amélioration de nos techniques vers une plus grande intégration des niveaux de modélisation,
permettant entre autres, la mise en ceuvre et I’application directe des méthodes de calcul
parallele, de simulation de microcircuits et du potentiel extracellulaire.

Pris dans leur ensemble, ces trois chapitres montrent les progres effectués au cours de ma
these et mettent en évidence le potentiel de ces techniques pour I’étude de phénomenes
complexes et pour des applications pharmacologiques multiples. Ils permettent de montrer
qu'’il est possible de construire et d'utiliser des modeéles valides couvrant les échelles allant de
la molécule aux réseaux de neurones, et posent les bases de simulations de plus haut niveau,
axées sur la fonction hippocampique globale.
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Modulation pharmacologique de la
potentialisation synaptique

La plasticité synaptique, c’est a dire la propension des synapses a moduler le signal qu’elles
transmettent en fonction de leur activité, est aujourd’hui largement reconnue comme un
phénomene de base sous-tendant I'apprentissage et la formation de la mémoire dans les
circuits neuronaux. Les questions concernant I'impact de la plasticité synaptique sur le fonc-
tionnement du cerveau sain et pathologique sont au centre de la recherche en neurosciences
depuis des décennies, car ce phénomene revét des modalités multiples, et implique des
processus biochimiques complexes (Kennedy et al., 2005). Ce chapitre va étre consacré a la
description d’'un modéle simplifié d'un phénomeéne impliqué dans la plasticité synaptique,
appelé potentialisation a long terme ou Long-Term Potentiation (LTP). Les résultats présentés
dans ce chapitre ont été produits lors d'un projet regroupant des partenaires académiques
neurobiologistes, mené pour le compte d'un client institutionnel. Ce projet a accompagné le
développement du modéle de synapse glutamatergique décrit dans le chapitre 3, au début de
mon travail de these : c’est pourquoi tous les modéles que nous avons décrits précédemment
ne sont pas intégrés a ces travaux, et les développements les plus récents au niveau neuronal et
des microcircuits tiennent lieu de perspectives d’évolution pour I'étude de tels phénomeénes.

5.1 Plasticité synaptique et Potentialisation a Long Terme (LTP)

Des le début du 20° siecle et les premiéres descriptions de la neuroanatomie par Ramén y Cajal
(Ramoén y Cajal, 1909), les neurobiologistes ont émis I'idée que le cerveau encode I'information
en modifiant la puissance des connexions entre les neurones simultanément actifs. Cette idée
a été formalisée en 1948 par Donald Hebb (Hebb, 1950) :

« Let us assume that the persistence or repetition of a reverberatory activity ("or
trace") tends to induce lasting cellular changes that add to its stability. [...] When
an axon of cell A is near enough to excite a cell B and repeatedly or persistently
takes part in firing it, some growth process or metabolic change takes place in one
or both cells such that A’s efficiency, as one of the cells firing B, is increased. »
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Ainsi, dans une interprétation simple, Hebb suggérait que les neurones qui s’activent simulta-
nément tendent a se connecter entre eux, pour former des assemblées de neurones reflétant
les associations percues lors de 'apprentissage. Cette regle a constitué une base fondamentale
de réflexion et de recherche sur le role de la plasticité synaptique dans la mémoire, et donne
toujours lieu a des modeles ou son implémentation prend la forme d'un changement du poids
des synapses en proportion de la corrélation temporelle des décharges des neurones pré- et
postsynaptiques (Dayan, 2005).

Pourtant, ce n'est qu'en 1973 que la preuve d'un phénomene synaptique pouvant sous-tendre
I'hypothese de Hebb a pu étre établie, par les travaux de Bliss et Lomo (1973) sur 'hippocampe
de lapin. IIs ont montré qu'une stimulation a haute fréquence de la voie perforante entrainait
une augmentation persistante (pouvant durer plusieurs jours) de 'efficacité de la transmis-
sion synaptique dans le GD. Ce phénomene, appelé Long-Term Potentiation (LTP), a été plus
tard mis en évidence dans d’autres régions du systeme nerveux central et périphérique des
vertebrés, et en particulier dans 'hippocampe, au niveau des connexions de la voie associati-
ve/commissurale entre les CS et les épines dendritiques des PC de CA1 (Andersen et al., 1977)
(Figure 5.1).

La LTP est aujourd’hui percue comme un phénomene fondamental, et est devenue au fil des
recherches le modele physiologique le plus étudié des processus d’apprentissage en général
(Bliss et Collingridge, 1993; Lomo, 2003). Ses propriétés laissent en effet penser qu’elle serait un
substrat biologique du stockage de I'information, en particulier dans I'hippocampe. D’abord,
le renforcement synaptique qu’elle induit persiste jusqu’a plusieurs semaines in vivo. Ensuite,
les conditions expérimentales de son induction, c’est a dire la stimulation des fibres afférentes
par des impulsions bréves et synchrones a haute fréquence (100 Hz), réparties en trains
d’ondes entre 5 et 7 Hz, correspondent au rythme théta (8), un type d’activité se déroulant
naturellement dans ’hippocampe de rats en phase d’exploration (Larson et Lynch, 1988), ou
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Figure 5.1 - Démonstration originale de la LTP d’apres Bliss et Collingridge (1993). Des stimulations
d’induction sont appliquées aux CS, et on enregistre I'amplitude des PPSE dans les PC de CAl.
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dans I'amygdale lors de tests d’apprentissages liés a la peur (fear conditionning) (Rogan et al.,
1997; Goosens et Maren, 2002). De plus, la LTP est coopérative et associative, c’est a dire qu’elle
est favorisée par la stimulation simultanée de plusieurs axones afférents, et par ’activation
concomitante des cellules pré- et postsynaptiques, respectivement. Cette derniere propriété
d’associativité répond au postulat de Hebb, et est a 'origine de nombreux questionnements
et débats sur 'origine, pré- ou postsynaptique, de I'expression de la LTP (Kullmann, 2012).
Enfin, la prévalence de la LTP sur les capacités d’apprentissage a été établie par des tests de
comportements in vivo chez les rongeurs. Par exemple, en inhibant I'induction de la LTP
dans I'’hippocampe par un antagoniste des NMDAr, les performances de mémorisation dans
différentes taiches comme celle de retrouver une plateforme dissimulée dans une piscine, ou
discriminer différentes odeurs, sont significativement réduites (Morris et al., 1986; Staubli
etal., 1989).

Parallelement, alors que la LTP s’établit comme un mécanisme de stockage d’information,
un phénomene inverse, dit dépression a long terme ou Long-Term Depression (LTD) semble
prendre le role d'un mécanisme synaptique de I'oubli (Dudek et Bear, 1992). La LTD s'induit par
une stimulation a basse fréquence des synapses glutamatergiques, semble faire intervenir le
calcium, comme la LTP, mais a des concentrations moins élevées (Malenka et Nicoll, 1993), et
activer des voies de signalisation différentes impliquant des phosphatases (Mulkey et al., 1994).
Lexistence de phénomeénes duaux pour la plasticité synaptique est séduisante et prometteuse,
mais les mécanismes et le role de la LTD dans I'apprentissage ne sont pas aussi clairement
établis que pour la LTP.

5.1.1 Mécanismes de la LTP

En préalable, il faut distinguer plusieurs phases dans le phénomeéne de LTP. Il s’initie pendant
une phase d’induction durant quelques secondes et impliquant les mécanismes initiateurs,
suivie d'une phase d’expression qui modifie effectivement et durablement la puissance de la
synapse. A I'image de la mémoire elle-méme, la phase d’expression est séparable en une phase
précoce transitoire (1 a 3 heures), et en une phase tardive ou de consolidation qui inclut des
changements morphologiques plus durables. Alors que les mécanismes d’induction semblent,
de maniere relativement sire, faire intervenir une augmentation de la concentration d’ions
Ca?* dans le neurone postsynaptique et provoquer l'activation de messagers secondaires,
les voies de signalisation subséquentes composant la phase d’expression impliquent des
mécanismes de synthése protéique multiples, qui sont encore 1'objet de recherches.

11 a été observé que I'induction de la LTP pouvait étre bloquée par I'application d’antagonistes
spécifiques du récepteur au NMDA (NMDATr) (Collingridge et al., 1983). Comme déja évoqué,
le NMDAr ne s’active et ne conduit de courant que lorsque qu'il est lié & un agoniste comme le
glutamate, et que la membrane qui le porte est suffisamment dépolarisée pour lever le blocage
voltage-dépendant du canal par 'ion Mg?*. Cette propriété unique fait du NMDAr un détecteur
de coincidence entre ’activation du terminal présynaptique et du neurone postsynaptique, et
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supporte la propriété d’associativité de la LTP. Ce mécanisme NMDA-dépendant d’induction
de la LTP s’applique en particulier aux synapses formées entre les CS et les PC de CAl, qui sont
le sujet de I'étude, et semble généralisable a d’autres projections. Pour autant, des mécanismes
complémentaires sont a I'’ceuvre dans certaines synapses : par exemple, les compartiments
postsynaptiques des PC de CA3, recevant les projections des fibres moussues sont capables de
LTP en’absence de NMDAr (Harris et Cotman, 1986; Morgan et Teyler, 1999). En revanche,
laugmentation de la concentration de calcium dans le neurone postsynaptique, provoquée
ou non par 'ouverture du NMDAr, est reconnue comme |'étape nécessaire a I'induction de
la LTP. Des résultats montrent en effet que la libération artificielle de calcium induit la LTP
(Malenka et al., 1988), et que la chélation du Ca®* empéche I'induction (Lynch et al., 1983). Le
role central de 'augmentation du calcium dans ce phénomene est renforcé par le fait que des
récepteurs métabotropes activant la libération intracellulaire de calcium par génération d’'IP3,
peuvent participer ou suffire a I'induction de LTP : c’est le cas des mAChr (Auerbach et Segal,
1994, 1996; Segal et Auerbach, 1997; Shinoe et al., 2005; Fernédndez de Sevilla et al., 2008), et de
manieére plus nuancée, des mGIuR 1 et 5 (Nakanishi, 1994; Nevian et Sakmann, 2006).

Les voies de signalisation suivant 'augmentation du calcium constituent 'expression de la
LTP, c’est a dire les changements fonctionnels et structurels renforcant effectivement la puis-
sance de la synapse. Ces mécanismes apparaissent multiples et complexes : ils procedent de
cascades biochimiques modifiant la conductance synaptique dans une phase précoce et tran-
sitoire (1 a 3 heures suivant I'induction), et de mécanismes de synthése protéique impliquant
des changements morphologiques durables des épines dendritiques dans la phase plus tardive
de consolidation. La phase précoce implique la protéine kinase calcium-Cam-dépendante
(CamKiII). Cette holoenzyme, exprimée dans les épines dendritiques, est activée par I'élévation
de calcium, et a la capacité de s’autophosphoryler pour rester active longtemps apres le pic
initial (Kennedy et al., 1983). Cette propriété unique suggere qu’elle pourrait agir comme une
mémoire moléculaire, en détectant le stimulus calcique activateur et en relayant durablement
un signal d’expression de LTP (Lisman et Goldring, 1988; Fukunaga et al., 1993; Lisman, 1994).
Une des actions directes de I'activation de la CamKII serait de renforcer la conductivité des
récepteurs a ’AMPA (AMPAr), d’abord en les phosphorylant pour augmenter leur conduc-
tance intrinseque (Barria et al., 1997a,b; Derkach et al., 1999), et ensuite en promouvant leur
expression et leur insertion dans la DPS (Cammarota et al., 1998; Park et al., 2004; Nicoll et
Roche, 2013). Cet effet pourrait donner lieu au renforcement de synapses fonctionnelles, ou
I'amplitude de la dépolarisation induite par des AMPAr potentialisés deviendrait suffisante
pour lever le bloc magnésium des NMDAr, mais aussi a I'activation des synapses dites silen-
cieuses ne contenant que des NMDAr (Isaac et al., 1995; Liao et al., 1995; Shi et al., 1999). Ces
synapses silencieuses constituent 25 % des synapses glutamatergiques dans un cerveau adulte,
bien plus dans un cerveau immature : leur activation par induction de LTP est compatible
avec l'existence d'une coopérativité entre synapses, rendue possible par l'existence de PA
dendritiques.

Ladénylate cyclase (AC) est un autre messager secondaire activé par la vague calcique de
linduction. L'AC stimule la formation d’AMPc, qui active elle-méme la PKA. Cette kinase
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est un relais important, en cela qu’elle favorise I’autophosphorylation de la CamKII dans la
phase précoce (Makhinson ef al., 1999), et qu’elle promeut la syntheése protéique (y compris
de CamKII et de AMPAr) au début de la phase de consolidation, par I'activation du facteur de
transcription C-AMP Response Element-Binding protein (CREB) (Boshart et al., 1991; Ofir et al.,
1991; Impey et al., 1996; Wu et al., 1998; Shi et al., 1999).

Comme proposé deés les origines par Cajal (Ramoén y Cajal, 1909) et Hebb (Hebb, 1950), la plas-
ticité synaptique est associée a des changements structurels des synapses. Des changements
de la structure et du nombre des épines dendritiques sont en effet associés a I’expression
tardive de la LTP, contribuant au renforcement durable de I'efficacité synaptique (Carlisle
et Kennedy, 2005; Tada et Sheng, 2006; Bourne et Harris, 2008). Il a en outre été montré que
I'induction de LTP dans des neurones hippocampiques était susceptible de provoquer un
changement morphologique des épines (Matsuzaki et al., 2004; Fortin ef al., 2010). De plus,
un certain nombre de pathologies du développement menant a des retards mentaux (e.g.
syndromes de Down, de Rett, d’Angelman, de I'X fragile), et de maladies neurodégénératives
(e.g. maladie d’Alzheimer et de Creutzfeldt-Jakob) ont été corrélées a des anormalités des
épines dendritiques (Purpura, 1974; Kaufmann et Moser, 2000; Fiala et al,, 2002). Lancrage
de nombreuses protéines sur la densité postsynaptique (DPS) des épines est assuré par des
protéines de structure, telles que l'actine filamentaire, dont la polymérisation exerce une
influence critique sur la stabilité de la cytoarchitecture (Zhang et Benson, 2000). Ce processus
de polymérisation est sous I'influence de nombreuses enzymes, dont on a montré le réle
critique dans la phase de consolidation. Parmi elles, la calpaine, une protéase intracellulaire
calcium-dépendante, clive la spectrine, une protéine d’ancrage de I’actine, et contribue a la
stabilité des épines (Lynch et Baudry, 1984). Elle prend part a la LTP (Lynch et Baudry, 1984;
del Cerro et al., 1990; Denny et al., 1990), avec deux isoformes semblant jouer des rdles duaux
(Baudry et al, 2013; Wang et al., 2014).

La plupart des mécanismes décrits situent majoritairement I'induction et I'expression de la
LTP dans le compartiment postsynaptique. Pourtant, des résultats suggérent que des modifi-
cations présynaptiques pourraient aussi étre impliquées : la communauté est encore divisée
sur ce point, sans qu'un consensus clair et général n’ait pu étre trouvé (Padamsey et Emptage,
2014; Bliss et Collingridge, 2013). Des observations biochimiques ont suggéré que les proprié-
tés de libération du glutamate (nombre de sites d’exocytose, contenu quantal, probabilité
d’exocytose) étaient modifiées pendant I’expression de LTP, en particulier dans le GD (Bliss
et Collingridge, 2013). Comme 'induction est postsynaptique, un message rétrograde doit
circuler entre I'épine et le terminal présynaptique : le monoxyde d’azote (NO) a été identifié
comme candidat potentiel pour ce type de message, en observant notamment que le blocage
de sa synthese pouvait inhiber 'expression de LTP (Kantor et al., 1996).
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Enfin, de nombreux autres mécanismes semblent étre associés a I’expression de LTP tels que :

I'expression des protéines d’adhésion Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) (Muller
et al., 1996) et intégrine (Staubli et al., 1989),
une modification de I'arborisation dendritique (Ivanco et al., 2000),

des réactions des cellules astrocytaires, jouant un role dans I'homéostasie extracellulaire
(Wenzel et al., 1991; Clements et al., 1992; Diamond et Jahr, 2000),
I'insertion de sous-unités de AMPAr perméables au Ca?* (Fortin et al., 2010).

Ces derniers mécanismes reposent sur des preuves indirectes, et sont sujets a controverses.
De maniere générale, il semblerait néanmoins que la LTP existe sous différentes formes, dont
certaines modalités seraient conservées entre les structures, alors que d’autres seraient plus
spécifiques (Park et al., 2014).

De ce point de vue, il est notable que le signal d’induction de la LTP revét une importance
critique sur le type et la persistance de la potentialisation (Park et al., 2014). Comme évoqué
plus haut, la LTP est induite expérimentalement par des séries d'impulsions breves a haute
fréquence dans les fibres afférentes, et deux protocoles sont classiquement utilisés : le proto-
cole de stimulation a haute-fréquence (SHF) consiste a délivrer un train de décharges (100 Hz
pendant 1 seconde), et le protocole de stimulation par trains théta ou Théta-Burst Stimulation
(TBS) consiste en une série de brefs trains d'impulsions rapides, délivrés a la fréquence 6
(typiquement 5 a 10 trains de 3 a 5 impulsions a 100 Hz, délivrés a 5 Hz). En particulier, les
résultats de Zhu et al. (2015) ont montré que I'induction par protocole TBS, mais pas SHF, fait
appel a la calpaine-1 et nécessite 'activation de ERK, suggérant des voies de consolidations
distinctes, dépendantes du type d’activité afférente.

5.2 Contexte et objectifs de 'étude

L'application et les résultats présentés ici se sont inscrits dans un programme de recherche
mené pour un client institutionnel et impliquant des laboratoires de neurobiologie expérimen-
tale. Il visait a développer et a valider une plateforme de simulation multisynapses, pouvant
étre utilisée pour des études translationnelles appliquées a la recherche sur les maladies rares.
Il s’agissait dans un premier temps de développer les modéles de synapses glutamatergiques et
GABAergiques, constitutifs des plateformes RHENOMS de simulation de I'activité synaptique
dans 'hippocampe, et de valider leurs résultats en regard des résultats expérimentaux les
plus récents, afin de démontrer leur pertinence et de les exploiter pour I'étude de maladies
neurodégénératives.

Les avancées dans la compréhension des mécanismes neurodégénératifs associés par exemple
ala maladie d’Alzheimer, ont mis en évidence sa complexité et ses aspects multifactoriels. Les
agrégats de béta-amyloide et de protéine-tau, associés a une perte neuronale significative
dans les régions corticales et subcorticales, sont les caractéristiques morphologiques typiques
des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Cette perte neuronale affecte en
particulier les neurones cholinergiques (Arendt et al., 1983; Coyle et al., 1983; Giacobini, 2003),
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et toute une classe de médicaments visant a restaurer le tonus cholinergique a été développée
(Jann, 1998; Standridge, 2004). De plus, alors que les mécanismes menant a la mort neuronale
ne sont pas éclaircis, il existe les preuves d’'un dysfonctionnement synaptique et d’altérations
des facultés cognitives et de mémorisation, précédant la dégénérescence (Lewczuk et al., 2015).
Ces éléments ont mené au développement de molécules limitant la toxicité glutamatergique,
telles que la mémantine, un antagoniste non compétitif des NMDAr (Dong et al., 2009), et de
modulateurs positifs des AMPAr participant au maintient des fonctions cognitives (Danysz,
2002; Malykh et Sadaie, 2010; Koliaki et al., 2012; Baudry et al., 2012).

Par ailleurs, comme développé dans I'introduction, la difficulté a identifier des composés
sélectifs et efficaces est un obstacle majeur au développement de nouvelles stratégies théra-
peutiques. La combinaison de composés représente une stratégie prometteuse pour limiter
les mécanismes compensatoires, les effets off-target, et secondaires qui limitent leur effica-
cité et leur utilisabilité lorsqu’ils sont appliqués seuls. Un objectif du programme était aussi
d’apporter la preuve du concept que la modélisation et la simulation pouvaient étre utili-
sées pour étudier et pour prédire les effets combinés de composés appliqués a différentes
concentrations.

Ainsi, une stratégie pourrait étre de combiner des composés agissant sur la fonction choliner-
gique et d’autres agissant sur la fonction glutamatergique. Trois inhibiteurs de 1'acétylcholi-
nestérase (AChEi) et une ampakine (modulateur allostérique de AMPATr) ont été intégrés a la
plateforme afin d’en simuler les actions, y compris en combinaison, sur I'activité synaptique
et sur la LTP dans I’hippocampe.

Ce programme a donc accompagné le développement des modeles synaptiques décrits dans
le chapitre 3, c’est a dire les modeles de la synapse glutamatergique, incluant le terminal pré-
synaptique, de diffusion et de transport de glutamate dans la fente, du AMPAr, du NMDAr, du
mGluR-5 et de sa voie de signalisation, et de I'intégration des courants et de la dynamique du
calcium dans I'épine dendritique, ainsi que des modeles de la synapse GABAergique, incluant
le terminal présynaptique, la diffusion et le transport du GABA dans la fente, le GABAr et le
GABAgr couplé au canal G protein-coupled Inwardly-Rectifying potassium channel (GIRK).
De plus, le choix de I'application au traitement des maladies neurodégénératives a orienté
les travaux vers I’établissement d'un modeéle de la LTP dans I'aire CA1 de 'hippocampe, et de
sa modulation par différents composés pharmacologiques, ayant pour cible le AMPAr d'une
part et de la signalisation cholinergique d’autre part. En particulier : le modeéle d’AMPAr a été
enrichi de I'influence de modulateurs allostériques ; un modeéle de nAChr a7 a été intégré au
terminal présynaptique (Figure B.4) ; et un modele d’AChE, incluant I'influence d’inhibiteurs
a été développé (Figure B.3).
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5.3 Modele simplifié de LTP

Comme nous venons de I'exposer, le phénomeéne de LTP semble exister sous des formes
diverses, et mettre en jeu des voies de signalisations multiples et complexes. Compte tenu
de sa grande part d’inconnu, et dans un effort de syntheése, il nous a paru nécessaire d’'implé-
menter un modele qui integre les éléments essentiels de ce phénomene. Nous avons choisi
d’'implémenter et de mettre en ceuvre un tel modele a partir de celui élaboré et des résultats
publiés dans une séries d’études (Shouval et al., 2002b,a; Shouval et Kalantzis, 2005; Shah
et al., 2006) (Figure D.1). Ce choix a été motivé par la capacité de ce modele a intégrer de
maniere relativement simple et synthétique les effets fonctionnels de la LTP en conservant la
possibilité d'y inclure des cibles et des mécanismes pharmacologiques au niveau de la synapse
(Figure 5.2).

Ce modele est basé sur la plasticité synaptique induite dans un type de protocole particulier,
appelée plasticité synaptique dépendante de la synchronisation des décharges ou Spike-
Timing-Dependent Plasticity (STDP). La STDP est induite par 'application de dépolarisations
breves et quasi simultanées des compartiments pré- et postsynaptiques. Dans ce protocole,
le délai entre les deux dépolarisations conditionne le sens et 'amplitude de la modulation
de l'efficacité synaptique (Markram et al., 1997; Sjostrom et al., 2001). Bien que ce protocole
expérimental soit difficile a mettre en relation avec une activité neuronale in vivo, il permet de
mettre en évidence I'importance de la synchronisation pré- et postsynaptique, tout en isolant
I'induction et 'expression précoce de la LTP NMDAr-dépendante (Shah et al., 2006). De plus,
il a permis de concevoir un modele relativement simple des étapes-clés de I'induction, en se
basant sur une caractéristique reliant I'amplitude de la vague calcique a 'augmentation de la
conductance AMPAr (Figure 5.2D).

La configuration de référence pour cette application est le modele de synapse glutamatergique,
incluant la LTP, que I'on instancie sur les branches obliques du s.z. du modele de neurone
pyramidal décrit dans la section 4.1 (Figure 5.2A,B). On modélise les axones des CS par des
sections contenant les conductances Nav et Kpg, auxquelles on connecte le modele de terminal
présynaptique. Le protocole 5-TBS est simulé par I'application d’impulsions synchrones et
bréves de courant dans les axones, qui générent des PA se propageant jusque dans le terminal,
soit typiquement 5 trains de 5 impulsions a 100 Hz délivrés a 5 Hz (Figure 5.2C). L'exocytose
du glutamate est déclenchée par les PA, via I’activation des VDCC et 'augmentation transitoire
de calcium dans le terminal (Figure 5.3). Une probabilité unitaire d’exocytose de 0,4 est
utilisée dans les conditions contréle, donnant lieu a des amplitudes variables des courants
et des vagues calciques conduites par les NMDAr dans I'épine dendritique (Figure 5.2C).
Le maximum d’amplitude de la vague de calcium postsynaptique (pic calcique) active le
processus d’expression de LTP (Figure 5.2D), et donne lieu a I'insertion de AMPAr, selon un
facteur de potentialisation LTPf, augmentant 'amplitude des CPSE unitaires apres expression
(Figure 5.2E,F).
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Figure 5.2 - Modélisation et simulation de I'induction de LTP. A,B - Modeéle de synapse glutamatergique
utilisé pour I'application, et intégration de 30 synapses sur une oblique d'une PC. C - Lapplication de 5
TBS provoque des vagues calciques dans les compartiments présynaptiques. D - Le pic calcique (i.e.
concentration maximale de la vague) de chaque synapse est « enregistré » par le modele de LTP, via la
fonction Q qui détermine I'amplitude de la potentialisation. Les marques de couleur représentent les
pics calciques de chaque synapse. E - Modification du nombre d’AMPAr de chaque synapse, pendant la
phase d’expression. F - CPSE déclenchés par 'application d'une impulsion de glutamate (1 mM, 1 ms)
pour chaque synapse apres la phase d’expression.
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5.4 Résultats principaux

5.4.1 Modulation de I'exocytose de glutamate par les récepteurs nicotiniques

Dans une premiere partie, I'étude s’est concentrée sur les effets de la modulation de I'exocy-
tose du glutamate par les nAChr a7. Une premiére observation, illustrée dans la configuration
de test Figure 5.3, est le caracteére indirect de la modulation nicotinique. La faible perméabilité
au calcium du récepteur-canal a; (P (Ca®*) = 1 %) ne lui permet pas d’augmenter significati-
vement la concentration locale, propre a favoriser une exocytose. Toutefois, on observe dans
le modele que le courant dépolarisant conduit par a7 perturbe le potentiel dans le terminal, et
amplifie les courants VDCC. Un mode d’action similaire, faisant intervenir une dépolarisation
locale et les VDCC a été proposé par Wonnacott et al. (1989), sans que cela n’exclue la possi-
bilité d’'une composante directe de ’action du nAChr-ay, ou le flux calcique généré dans un
nanodomaine proche des vésicules de glutamate serait suffisant pour faciliter leur exocytose.

- Vpre
50 mV

50 ms
— [ACh]
N --- [ACh]*
|2o uM
I [Ca]pre
|1O uM
— [Glu]
500 uM
-

Figure 5.3 - Simulation des effets présynaptiques de la modulation nicotinique. Dans une configuration
de test, on applique deux TBS aux axones des CS, qui se propagent dans le terminal présynaptique
(noir). Lors du deuxiéme train, on déclenche une exocytose d’ACh, dont 'amplitude est diminuée par
I'action de 'AChE (mauve, [ACh]* : concentration d’ACh sans action de I’AChE). Le courant calcique
conduit par 'a7 est négligeable (tirets verts), mais son courant total permet d’élever localement le
potentiel de membrane (noir) et d’augmenter 'amplitude des courants calciques conduits par les
VDCC (bleu). Les pics de concentration de calcium dans le terminal sont augmentés (orange), ce qui
facilite 'exocytose de glutamate (rouge) et augmente sa probabilité.

120



5.4. Résultats principaux

Ensuite, la modulation de I'exocytose de glutamate par un inhibiteur de I'acétylcholinesté-
rase (AChEi) a été évaluée. Pour ces tests, le protocole d’induction de 5-TBS est couplé a
'activation concomitante de terminaux cholinergiques a 5 Hz. UACh délivrée dans la fente sy-
naptique est hydrolysée par 'AChE, modélisée par un KM dont la cinétique peut étre modulée
par la présence d’AChEi (Figure B.3). On simule ainsi I'effet de I’AChEi sur la concentration
maximale d’ACh dans la fente synaptique, qui sera prise comme quantité de référence dans
la présentation des résultats pour ne pas révéler les propriétés exactes du composé étudié,
afin de respecter les contraintes de confidentialité associées au programme. On fait varier
la concentration d’AChEi, et on mesure le nombre d’événements d’exocytose ainsi que le
calcium postsynaptique (Figure 5.4). Pour chaque point, 3 simulations ont été effectuées, avec
des valeurs différents pour l'initialisation du générateur de nombres aléatoires (seed), soit
pour 30 synapses un nombre total de 90 mesures pour chaque concentration, dont on extrait
la moyenne et 'erreur-type de la moyenne, standard error of the mean (s.e.m.).

Les dose-réponses (DR) décrivent des « courbes en cloche » caractéristiques de la réponse
des nAChr, dont la forte désensibilisation les rendent moins efficaces pour de fortes doses
d’agonistes (Figure 5.4). De plus, les pics d’efficacité sont décalés pour les deux observables :
la probabilité d’exocytose est maximale pour une concentration d’ACh de 36 uM, et la concen-
tration de calcium dans I'épine est maximale a 163 uM. Cette forme de réponse a un composé
pharmacologique représente un obstacle a son utilisabilité, car la maitrise de la dose exacte
disponible au niveau des synapses est sujette a une forte variabilité dans des conditions in
vivo. Indépendamment des effets secondaires qui peuvent apparaitre a de fortes doses et
des questions de pharmacocinétique ou de toxicité, ce type de profil est problématique car il
sera difficile de prévoir la dose a administrer permettant de rester dans la zone de meilleure
efficacité.

A - Probabilité d'exocytose B - Pic calcique
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Figure 5.4 - Modulation simulée de la transmission synaptique par 'AChEi. DR, rapportées a la concen-
tration d’ACh, de la probabilité d’exocytose (A, P;), et du maximum de la concentration de Ca** dans

I'épine dendritique (B, [Ca]g‘oas’i), pour le protocole 5-TBS (N = 90, moyenne + s.e.m.).
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5.4.2 Modulation des courants postsynaptiques par le modulateur AMPAk

D’autre part, nous avons caractérisé I'effet de I'ampakine AMPAk, un modulateur allostérique
positif du AMPAr. Laction de TAMPAk sur AMPAr est modélisée par I’établissement de fonc-
tions liant sa concentration aux parametres cinétiques de désactivation et de désensibilisation
du récepteur, par les facteurs Kgea €t Kges (resp.), a partir de résultats expérimentaux (Barbour
etal., 1994) (Figure 5.5A). Ces deux parametres modifient la quantité de courant transmis par
le récepteur : la diminution de la cinétique de désactivation augmente le temps de fermeture
du canal apres une activation unique, et la diminution de la cinétique de désensibilisation
ralentit 'atténuation des réponses suite a des activations répétées. Dans le test élémentaire
Figure 5.5B, on déclenche 10 libérations de glutamate a 100 Hz, et on mesure la quantité
de courant transmis par le récepteur, afin d’établir la DR du courant AMPAr pour '’AMPAk.
L'augmentation des CPSE et des PPSE AMPAr par 'AMPAk augmente la propension de la PC a
décharger pendant le protocole 5-TBS, et modifie le timing des PA (Figure 5.5C).

A B
2.4, 0.65}
2.2t
3290 0.60}
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Figure 5.5 - Modulation simulée de la cinétique du AMPAr par ’AMPAk. A - Modulation des facteurs de
désactivation et de désensibilisation du récepteur comme des fonctions de la concentration d’ AMPAk.
B - DR de la quantité de courant générée (aire sous la courbe ASC(Iampa)) par I'application de 10
impulsions a 100 Hz. Insert : réponses temporelles pour les différentes concentrations (du bleu au
rouge pour les doses croissantes). C - Modification de la décharge de la PC lors du protocole 5-TBS
pour [AMPAK] =0; 1 et 10 mM (barres d’échelle /x: 100 ms, /y : 50 mV).
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5.4. Résultats principaux

5.4.3 Non-linéarité de la LTP : quantification « tout-ou-rien »

Une autre observation effectuée concerne la maniere d’analyser les résultats de 'induction
de LTP dans ce modele. En testant les différents composés, et en recherchant une mesure
pour quantifier le degré d’expression de LTP, il est apparu que les synapses se regroupaient
majoritairement vers les états potentialisés ou non-potentialisés, laissant une minorité de
synapses dans des états intermédiaires. Cette observation résulte de la non-linéarité de la
fonction d’induction Q2 du modeéle de LTP. Dans I’exemple Figure 5.6, suite a 'induction par
5-TBS, on remarque que les pics calciques suivent des distributions larges, modulées par
la concentration d’AMPAk appliquée, alors qu’au contraire, les facteurs de potentialisation
LTPs suivent des distributions étroites centrées sur les extrema de la fonction Q. La transition
abrupte de la caractéristique Q induit en effet une polarisation de I'expression vers les états
extrémes, et suggere une analyse en « tout-ou-rien » du mécanisme au niveau d'une synapse
individuelle. Ainsi, I'effet des composés AChEi et AMPAKk peut étre évalué en dénombrant les
synapses potentialisées (LTP¢ > 1,5), qualifiées de synapses répondantes (Figure 5.7). Considé-
rant des populations de synapses et sur la base de plusieurs simulations, les DR conservent
une progressivité et leurs formes globales, mais cette analyse introduit des changements dans
I’amplitude et les concentrations efficaces des composés (ECsp, ECrax)-

80+ 80+ B Ctrl.
B [AMPAK]=1 mM

B [AMPAK]=10 mM
60l 6ol [ 1 m

40t

i-llljljjl i

J 1 N
1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4 25 ; ; ; ; !

0 . <10 12 14 _ 16 18 20
[Call (uM) TP

% synapses
.|>
o
T

% synapses

Figure 5.6 — Histogrammes de répartition des synapses (% de la population) en fonction des pics

calciques (a gauche : x = [Cal Z‘O“S)g; Ax=0,1uM; x=1,86; 2,08; et 2,30 uM pour [AMPAK] =0; 1 et

10 mM resp.) et des facteurs de potentialisation (a droite : x = LTP¢; Ax = 0,1), suite a I'induction de LTP
par 5-TBS (N = 150).

5.4.4 Ftude de combinaisons : AChEi et AMPAk

Un autre aspect important du programme était de démontrer I'intérét de la modélisation et de
la simulation pour I'étude de combinaisons de composés multiples. A titre d’exemple, nous
présentons ici les résultats des combinaisons de différentes doses d’AChEi et d’ AMPAK, sur
la base du méme protocole d’induction 5-TBS, en mesurant le pic calcique et la fraction de
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Figure 5.7 — DR simulées de la fraction de synapses potentialisées (% répondantes) pour AChEi et pour
AMPAKk.

synapses répondantes. On observe Figure 5.8 que les formes des DR sont conservées pour
toutes les combinaisons, mais que les amplitudes relatives des effets, et les concentrations
efficaces (ECsp, ECpax) varient en fonction de la concentration du composé combiné. Par
exemple, 'Ejhax de 'ACh sur le pic calcique augmente lors de la présence d’'une concentration
d’AMPAk supérieure a son ECsq (Figure 5.8A), et la « courbe en cloche » de la réponse nicoti-
nique est moins ample a des concentrations élevées d’AMPAK, lorsqu’on observe la fraction
de synapses répondantes (Figure 5.8B).

Ensuite, une des problématiques réside dans I'évaluation du synergisme des combinaisons. De
maniere générale, il est intéressant de déterminer les conséquences de 'application conjointe
de deux composés : dans le cadre de la toxicologie, cette notion de synergisme est devenue une
préoccupation majeure des autorités de régulation des produits chimiques (loi REACH ), ot1
on qualifie d’« effet-cocktail » I'ensemble des conséquences néfastes notables de I’exposition a
des combinaisons de multiples produits chimiques, qui n’ont pas ou peu d’effet pris indépen-
damment a des doses faibles. Dans le cadre médical, la prescription de plusieurs médicaments
peut produire des réactions complexes, avec des effets exagérés ou diminués par rapport a
leurs efficacités individuelles. D’une part, ne connaissant pas les mécanismes d’action exacts
des composés, 'efficacité du traitement proposé au patient peut étre dramatiquement réduite,
et/ou les effets secondaires peuvent étre augmentés. A I'inverse, la mise au point rationnelle
d’une polythérapie peut conduire a des efficacités supérieures, a l'utilisation de doses moins
importantes, et a un meilleur controle des effets secondaires.

Brievement, |'effet pharmacologique d’'une combinaison est qualifié d’additif si les composés
y contribuent proportionnellement a leurs efficacités propres. L'additivité est attendue si
les mécanismes d’action sont effectivement indépendants. Cette méme combinaison sera

1. http://www.developpement-durable.gouv.fr/REACH- contexte- et-mise- en- oeuvre.html
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5.4. Résultats principaux
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Figure 5.8 — Effets simulés des combinaisons AChFEi et AMPAk sur la LTP, évalués par la moyenne du
pic calcique (A) et la fraction de synapses répondantes (B). Les cartes a gauche sont les projections des
surfaces 3D a droite, et représentent les mémes données, les couleurs froides et chaudes indiquant
respectivement des valeurs faibles et élevées de la variable de I'axe z du graphe 3D. Les lignes blanches
et noires des cartes représentent les concentrations efficaces de ACh et AMPAk (ECpax €t ECsg, resp.).
N =50 en chaque point.
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qualifiée de synergique (ou d’asynergique, resp.) si 'effet total est supérieur (ou inférieur,
resp.) a la somme des effets des composés appliqués seuls. En fonction des situations et
des mécanismes d’action des composés étudiés, plusieurs méthodes permettent d’évaluer
quantitativement I'efficacité de la combinaison (Tallarida, 2001). Puisque la simulation permet
de tester et de combiner virtuellement un grand nombre de composés et de concentrations,
nous avons retenu pour cette application, une méthode consistant a calculer un index de
synergie (ou facteur de synergie Sy) :

Z(x,y) - Z(0,0)
(Z(x,0) = Z(0,0)) + (Z(0,y) - Z(0,0))

Srlx,y) = (5.1

ol x et y sont les concentrations de chaque composé pour un point donné, Z(x, y) est l'effet
produit par cette combinaison, Z(0,0) est 'effet obtenu en condition controle (sans produit),
et Z(x,0) et Z(0, y) sont les effets obtenus pour les concentrations x et y de produits appliqués
seuls.

Cet index établit le ratio entre 'effet combiné et les effets individuels, et permet d’évaluer si
la combinaison des deux composés appliqués aux concentrations respectives x et y produit
un effet asynergique (Sy < 1), additif (Sy = 1) ou synergique (Sy > 1). Appliquée aux effets de
différentes combinaisons de concentrations d’AChEi et d’AMPAk, mesurés par le pic calcique
et la fraction de synapses répondantes, cette analyse donne lieu aux surfaces de la Figure 5.9.
On y observe différents domaines d’efficacité correspondant a une asynergie ou une synergie
des deux concentrations (couleurs froides et chaudes, resp.), séparés par la ligne de niveau
correspondant a I'additivité (lignes noires, S r=1.En I'occurrence, en fonction de ’observable
analysée, ces domaines peuvent étre continus (fraction de synapses répondantes, B) ou
discontinus (pic calcique, A), et couvrir des plages plus ou moins grandes des concentrations
testées. On observe en revanche que les zones d’efficacité maximale (délimitées par les lignes
rouges, Sy >=1,1) sont relativement conservées entre les deux observables, mais que la zone
d’asynergie observée pour le pic calcique (domaine délimité par une ligne bleue, Sy < 0,9
en A) contredit la faible synergie indiquée pour la fraction de synapses répondantes (B). Ces
plages de concentrations ont été utilisées par les laboratoires-partenaires du programme pour
mener des tests expérimentaux de LTP. Les composés seuls et combinés ont été testés selon
des protocoles in vitro et in vivo et les résultats ont confirmé I’existence de synergies pour
plusieurs combinaisons (Figure D.2).
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Figure 5.9 - Indices de synergie Sy des effets simulés des combinaisons AChEi et AMPAKk sur la LTP,
calculés par la formule (5.1) en chaque combinaison de concentrations, pour la moyenne du pic
calcique (A) et la fraction de synapses répondantes (B). Les cartes a gauche sont les projections des
surfaces 3D a droite, et représentent les mémes données, les couleurs froides et chaudes indiquant
respectivement des valeurs faibles et élevées de la variable de ’axe z (Sg) du graphe 3D. Les lignes de
niveau noires, bleues et rouges représentent des valeurs de Sg=1; Sy =0,9 et Sy =1,1 (resp.). N = 150
en chaque point.
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5.4.5 Importance du protocole d’induction

Enfin, un autre travail de modélisation et de simulation dans ce programme a consisté a
évaluer 'impact des protocoles d'induction de LTP sur les résultats pharmacologiques, dont
nous avons déja évoqué certains aspects dans la sous-section 5.1.1. Lors de I'évaluation in
vitro de I'effet de composés de référence et de combinaisons, il a été constaté que certains
d’entre eux n’avaient pas les efficacités attendues. En simulant différents protocoles, il s’est
avéré que le protocole SHF employé dans certaines expérimentations n’était pas le plus adapté
anos applications.

En effet, la caractéristique du modeéle de LTP comprend une forme de saturation, ou I'élévation
du pic calcique au dela d’une certaine valeur n’'induit pas plus de potentialisation : la simula-
tion des DR de ' AMPAk pour différents protocoles illustre cet effet (Figure 5.10). On observe
en effet que la DR de '’ AMPAk est dépendante du protocole : par exemple, un protocole trop
faible ne permet pas d’observer d’effet significatif, méme a des concentrations importantes. A
I'inverse, 'emploi de stimuli tétaniques intenses de type SHF provoque des potentialisations
maximales et saturent I’expression de la LTP, méme en ’absence du composé, ce qui ne
permet pas d’en révéler les effets.
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Figure 5.10 - Effets simulés de différents protocoles d’'induction de LTP sur la DR de ' AMPAK, exprimés
comme la fraction de synapses répondantes (N = 150). Les protocoles TBS, notés XTBS/Yp consistent
en l'application de X trains de Y impulsions a 100 Hz, délivrés a 5 Hz, et les protocoles SHF notés
HFS/Yp consistent en I'application de Y impulsions a 100 Hz.
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5.5 Discussion et perspectives de I'étude

La plasticité synaptique et la LTP sont les phénomeénes synaptiques fondamentaux de la
formation de la mémoire, en particulier dans I’hippocampe. L'application que nous venons
de présenter ici a consisté en la mise en ceuvre de différents modéles, dont un modele de
LTP permettant d’étudier certains aspects de ce phénomene au niveau synaptique. Menée
dans le cadre d'un programme de recherche, cette application a permis d’étudier les effets de
différents composés pharmacologiques sur la LTP, en révélant les composantes critiques pré-
et postsynaptiques de leurs mécanismes d’action. De plus, la modélisation et la simulation
appliquée a ce programme a permis d’étudier virtuellement et de prédire 'action des combi-
naisons de ces produits a de multiples concentrations, et a participé a guider et a améliorer les
procédures des tests in vitro et in vivo mis en ceuvre par les partenaires expérimentateurs.

D’abord, le modele de 'action présynaptique de I’ACh a mis en évidence une modulation
concentration-dépendante de la probabilité d’exocytose, qui prend la forme d'une « courbe
en cloche » sous 'effet de la désensibilisation des nAChr, et qui se transpose au compartiment
postsynaptique par une modulation similaire de I’amplitude de la vague calcique déclenchée
par les protocoles simulés d'induction (Figure 5.4). Cette propriété estimportante dans le cadre
du développement de molécules ciblant les nAChr, car la plage d’action optimale de ’ACh est
de fait restreinte. Du point de vue du modele, ces effets pourraient étre mis en perspective
par I'ajout de récepteurs présynaptiques, en particulier les mAChr M2/M4, qui exercent
une action inhibitrice sur I’exocytose de glutamate dans ces synapses CS-CAl. En outre,
une modélisation plus fine des phénomenes présynaptiques pourra étre développée, avec
I'inclusion de nanodomaines de calcium et une modélisation détaillée de I’action des protéines
participant a I'exocytose des vésicules (v-SNARE, Synaptic Vesicle glycoprotein 2A (SV2A)). Dans
cette perspective, des simulations prenant en compte les fluctuations stochastiques de I'état
des protéines et de la diffusion des molécules (e.g. Ca®*) pourront accroitre la précision et le
caractere prédictif des résultats (Bennett et al., 2000a,b; Nadkarni et al., 2010), (cf. section 2.2).

Ensuite, 'action postsynaptique d’'un modulateur des AMPAr sur la LTP a été modélisée. En
modifiant les parameétres cinétiques du récepteur de maniere concentration-dépendante, les
effets sur la dynamique des CPSE et des pics calciques produits par les protocoles d’induction
de LTP ont été simulés. Cette approche montre qu'’il est possible de tenir compte des effets de
modulateurs allostériques, sans nécessairement ajouter au KM la multitude d’états formés
par la liaison de composés allostériques (cf. section 3.5).

Les résultats du modéle ont mené a une analyse en « tout-ou-rien » du phénomene de LTP au
niveau synaptique. Cette conclusion est en accord avec des résultats expérimentaux récents
(Kramér et al., 2012), suggérant I'existence de synapses avec différents niveaux de potentia-
lisation, et que la gradation de la plasticité s’opérerait par le recrutement de plus ou moins
de synapses dans le processus. La question de la nature de la LTP au niveau synaptique, en
particulier de savoir si elle est faite d’états discrets ou s'il existe une continuité d’états de
potentialisation, reste une question ouverte. La présence de molécules, comme la CamKII,
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jouant le role de mémoires et d’interrupteurs, et formant des caractéristiques non linéaires du
message calcique, encouragent toutefois '’hypothése d'un phénomene a états discrets (Baudry
et Lynch, 2001; Hayer et Bhalla, 2005; Manninen et al., 2010).

Du point de vue du modele, il est notable encore que cette analyse est la conséquence re-
lativement directe de la forme de la caractéristique d’'induction (, qui peut étre sujette a
caution, car validée dans le cadre des protocoles particuliers de la STDP (Lisman et Spruston,
2005). Afin de la compléter, des modeles plus complexes sont en cours de développement a
Rhenovia Pharma. Il s’agit de prendre en compte explicitement les différentes protéines et les
réactions enzymatiques des voies de signalisation de I’expression de la LTP, en réinvestissant
les résultats de travaux expérimentaux et computationnels (Castellani et al., 2001, 2005; Castel-
lani et Zironi, 2010; Zhabotinsky, 2000), dont certain abondent a '’hypothése d'un phénomene
bistable (Hayer et Bhalla, 2005) (voir Manninen et al. (2010) pour une revue). La plupart de
ces modeles concernent néanmoins les phénomenes de I'induction et de la phase précoce de
I’expression, et la mise en ceuvre de modéles permettant de simuler les phénomeénes liés a la
consolidation, prenant en compte les mécanismes post-traductionnels et les modifications
morphologiques inhérents a la plasticité synaptique pourront fournir de nombreux éclairages
sur les propriétés de ce phénomene et de ses dysfonctions pathologiques.

De plus, et en conservant un modele de LTP similaire a celui présenté ici, il pourra étre
intéressant d’ajouter les modéles, les protocoles et les observables du niveau neuronal et des
microcircuits hippocampiques (chapitre 4), en s’inspirant de résultats existants (Hasselmo
et Schnell, 1994; Cutsuridis et al., 2010a). En se basant sur notre modele de PC capable de
simuler I'initiation et la propagation de PA dendritiques, et en 'augmentant éventuellement
des effets inhibiteurs GABAergiques et muscariniques, il doit étre possible de simuler des
séquences excitatrices de la VP, codantes d'une information, leur stockage par potentialisation
des synapses des CS, et leur restitution par les séquences de décharges des PC de CAl. A l'aide
d’un tel modele, le caractére prédictif de la simulation de conditions pathologiques et de
I'action de médicaments sera enrichi par des observables de plus haut niveau, telles que la
qualité de restitution de I'information contenue dans le timing des séquences de décharge
des voies afférentes. Différentes conditions, incluant des conditions pathologiques comme
celles de la maladie d’Alzheimer pourront ainsi étre intégrées au modele, ainsi que I'effet de
différents médicaments testés virtuellement (Zou et al., 2011; Culmone et Migliore, 2012).

Le travail présenté dans ce chapitre montre que la simulation permet d’explorer des questions
fondamentales et translationnelles, et constitue un outil puissant pour la recherche et le
développement de nouveaux traitements pharmacologiques. La possibilité en particulier d’ef-
fectuer de nombreux tests et d’explorer systématiquement différentes conditions et méthodes
d’analyse, facilite le développement rationnel de combinaisons de molécules a méme d’abor-
der la complexité des origines multifactorielles des maladies neurodégénératives. L'étude de
I'épilepsie présentée dans le chapitre suivant permet d’aborder un niveau supplémentaire
d’intégration, et d’étudier numériquement les mécanismes de ’hyperexcitabilité neuronale.
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Hyperexcitabilité neuronale &
épilepsie mésio-temporale

Lépilepsie est une affection neurologique grave caractérisée par la survenue de crises qui sont
la conséquence d'une activité effrénée de certaines zones du cerveau, et qui s’accompagne de
nombreuses comorbidités affectant dramatiquement la vie des malades. Au dela de I'épilepsie
généralisée, dite « grand-mal », dont chacun connait les manifestations convulsives, il existe
diverses formes de la pathologie, dont certaines touchent la formation hippocampique, et
qui sont le plus souvent pharmaco-résistantes, telles que I'épilepsie de la face médiale du
lobe temporal (EMLT). De plus, I'épilepsie est elle-méme un trouble associé a de nombreuses
autres pathologies, telles que des maladies du développement (e.g. les TSA, Brooks-Kayal
(2010)) ou du vieillissement (e.g. la maladie d’Alzheimer, Noebels (2011)). Pour ces raisons,
les neurosciences se sont attachées a expliquer les mécanismes a I'origine de ces troubles,
afin de développer des médicaments permettant de les contrer. Pour autant, les conditions de
développement et de survenue des crises restent en partie irrésolues, et le besoin clinique est
encore important, en particulier pour traiter les formes pharmaco-résistantes de la maladie.
Ainsi, le travail de Rhenovia Pharma s’est porté sur 'application de ses technologies de mo-
délisation et de simulation a ces affections, afin d’améliorer le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques, par la recherche de combinaisons de molécules existantes, et/ou
par I'identification de nouvelles cibles. Ce travail s’est inscrit dans le programme collaboratif
de recherche RHENEPI, formé d'un consortium d’experts en épileptologie expérimentale et
clinique, et a conduit au développement de plateformes de simulation permettant de com-
prendre les mécanismes cellulaires de 'hyperexcitabilité, dans le cadre de I'épilepsie de la
face médiale du lobe temporal (EMLT). Modéliser I'épilepsie est un probleme épineux, car
elle est basée sur des mécanismes complexes faisant intervenir des échelles diverses, de la
molécule aux réseaux de neurones. Ce chapitre vise a démontrer la possibilité de décrire
certains de ses aspects, a partir des mécanismes neuronaux de base, et a I'aide des résultats
expérimentaux de nos partenaires. A I'image de la recherche en ce domaine, ce travail est
amené a bien des évolutions, notamment concernant la mise en perspective des modeles et
des résultats présentés ici a I’échelle des réseaux.
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6.1 Généralités sur I’épilepsie
6.1.1 Définitions et Catégories

L'épilepsie est une affection neurologique chronique qui affecte environ 50 millions de per-
sonnes dans le monde, soit une prévalence située entre 4 et 10 pour 1 000 personnes, proba-
blement plus élevée encore dans les pays en voie de développement d’apres I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS). Elle est caractérisée par la survenue spontanée et répétée d’évé-
nements interrompant le fonctionnement cérébral physiologique : les crises épileptiques
traduisent une activité neuronale excessive ou synchrone anormale dans le cerveau, et se
manifestent par des convulsions et/ou des pertes de conscience. L'épilepsie est associée a
des troubles neurologiques, cognitifs, psychiatriques et socio-professionnels, ainsi qu’a une
mortalité deux a trois fois supérieure a celle de la population générale. Dans sa définition
conceptuelle, d’apres 'International League Against Epilepsy (ILAE), I'épilepsie est donc
«un trouble cérébral, caractérisé par une prédisposition durable a générer des crises épilep-
tiques, et les conséquences neurobiologiques, cognitives, psychologiques et sociales de cette
affection » (Fisher et al., 2014).

Ainsi, 'épilepsie est par définition un état chronique, et 'apparition d'une crise unique n’est
pas suffisante pour en effectuer le diagnostic. On différencie donc deux processus actifs dans
la maladie : I'épileptogenese regroupe 'ensemble des événements aboutissant a cet état
chronique de prédisposition aux crises, transformant un cerveau sain en cerveau épileptique,
et 'ictogenése qualifie 'ensemble des processus précédant et créant les crises chez le patient.

Classifiées par 'ILAE (Figure E.1), les crises épileptiques peuvent étre généralisées ou focales
(Berg et al.,, 2010). Les crises généralisées sont caractérisées par une activité paroxystique
s’étendant rapidement aux deux hémispheéres cérébraux (e.g. crise tonico-clonique, ou crise-
absence), alors que les crises focales restent confinées aux régions et réseaux d'un seul hémi-
spheére. Les crises focales sont décrites par la localisation des régions impliquées, et peuvent
étre des crises du lobe temporal, frontal ou occipital. La terminologie des épilepsies se fait
aussi en fonction de leurs causes sous-jacentes (génétiques, structurelles/métaboliques), de
I'age de début, ou encore des syndromes électrocliniques associés (i.e. de 'anomalie observée
sur I'électroencéphalogramme (EEG)). Un état de mal épileptique se prolongeant plusieurs
minutes, ou une succession de crises ne permettant pas le retour a la conscience entre deux
attaques est appelé Status Epilepticus (SE). C’est un état dangereux, potentiellement mortel,
relevant de 'urgence médicale (Chen et Wasterlain, 2006).

Dans un rapport de la commission de terminologie et de classification de 'ILAE, Berg et al.
(2010) distinguent trois catégories étiologiques de la maladie.

- Epilepsie génétique : la maladie est le résultat direct d’'une anomalie génétique dont les
crises sont le symptéme principal, et on a pu identifier de maniére formelle le ou les
genes impliqués (e.g. SCN1A et syndrome de Dravet).

— Epilepsie structurelle/métabolique : une Iésion structurelle ou un trouble métabolique,
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tels qu'un accident vasculaire cérébral (AVC), un traumatisme prénatal ou périnatal,
un coup recu a la téte, ou une infection (e.g. méningite) est clairement a la source de la
prédisposition aux crises. Cette catégorie englobe les anomalies du développement,
d’origine éventuellement génétique, ayant une conséquence indirecte sur l'origine des
crises.

— Epilepsie d’origine inconnue : dans plus de la moitié des cas, on ne peut établir for-
mellement la cause de la maladie, bien qu’on suspecte le plus souvent une origine
génétique, ou une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux.

6.1.2 Diagnostic

Le diagnostic d'une épilepsie se base sur le recueil des données cliniques (interrogatoire,
sémiologie des crises, examen neurologique) et de données anatomiques et fonctionnelles
(électroencéphalographie (EEG), tomodensitométrie (TDM), imagerie a résonance magné-
tique (IRM), imagerie a résonance magnétique fonctionnelle (IRMf), tomographie a émission
de positons (TEP), tomographie a émission monophotonique (TEMP), magnétoencéphalo-
graphie (MEG)). Parmi cet arsenal diagnostique, I'EEG reste aujourd ’hui le moyen principal
pour mettre en évidence |'activité épileptique. Les caractéristiques rythmiques de I'activité
électrique du cerveau sont des marqueurs fondamentaux de son organisation et de son ac-
tivité physiologique, et reposent sur la synchronisation des décharges de populations de
neurones au travers des réseaux qui le constitue. L'activité EEG physiologique est ainsi consti-
tuée d’ondes de périodes relativement stables permettant de définir des bandes de fréquence
ou rythmes EEG : delta (9, 1-4 Hz), théta (6, 4-8 Hz), alpha (a, 8-14 Hz), béta (8, 14-30 Hz), et
gamma (y, 30-100 Hz). Les différents rythmes sont utilisés pour identifier des processus céré-
braux variés tels que la cognition, la perception, I’action motrice, les stades du sommeil etc.
Typiquement, un rythme alpha d’amplitude modérée, dans un EEG de surface, est révélateur
d’un état de veille calme (yeux fermés, pas d’activité motrice ou mentale), alors qu'une activité
béta des aires frontales témoigne d’une activité mentale intense. Lors de I’examen clinique,
la présence d’'une épilepsie est caractérisée par la présence de différents types d’anomalies
paroxystiques (i.e. a début et fin brutaux, Figure 6.1), se distinguant nettement du rythme de
fond, et s’'organisant de maniere rythmique, pendant ou entre les crises épileptiques (anoma-
lies ictales ou interictales, resp.). Au dela de ’examen clinique classique, basé sur I’analyse
visuelle de ces fluctuations dans le temps, 'EEG connait de nombreux développements, ayant
pour objectif de détecter les signes précoces de la maladie (biomarqueurs), de localiser avec
une meilleure précision les foyers épileptiques, d’évaluer les états de conscience et/ou de
souffrance des malades, ou encore de mesurer le bénéfice produit par un traitement. On
peut citer sans prétendre étre exhaustif, les systémes d’EEG a haute résolution, les modalités
combinant 'EEG avec la MEG ou I'IRMf (George et al., 1995; Ritter et Villringer, 2006), et le
pharmaco-EEG (Jobert et al., 2012).
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Figure 6.1 — Anomalies élémentaires observables a l'EEG, d’apres Briere (2013). La pointe diphasique
(a), les polypointes (b), les pointes-onde (c et d), les polypointes-onde (e), et les pointes lentes (f) sont
les types d’activités paroxystiques élémentaires observées a I'EEG.

6.1.3 Traitements

En tant que maladie chronique, I'épilepsie nécessite des traitements pharmacologiques a
long terme, et plus d’'une quinzaine de médicaments antiépileptiques (MAE) ont été déve-
loppés pendant ces 20 dernieres années. Leurs modes d’action impliquent essentiellement
trois types de cibles : les canaux sodiques voltage-dépendant (Nav), les canaux calciques
voltage-dépendant (VDCC), et le récepteur GABAp (GABAar) (Kwan et al., 2001). Un méme
médicament peut agir sur plusieurs cibles et sur des processus qui restent parfois encore
inconnus. De plus, les MAE ont une efficacité qui varie selon les formes d’épilepsie et aucun
n’est « universel ». Ainsi, I'éthosuccimide qui agit sur les VDCC a bas seuil, n’est efficace que
sur le syndrome d’absence épileptique (« petit-mal ») et aggrave d’autres formes d’épilepsie.
Inversement, la carbamazépine, tres efficace sur des formes convulsives peut étre aggravante
sur les crises non convulsives. Plusieurs générations de MAE ont été développées et sont utili-
sées couramment en clinique (Figure 6.2). Cependant, ces traitements, bien qu’efficaces chez
70 % des patients, sont associés a des effets secondaires plus ou moins invalidants (problémes
cutanés, prise de poids, sédation, somnolence, trouble de la vigilance, distractibilité, vertiges,
troubles de 'humeur, de I'équilibre, troubles cognitifs, toxicité hépatique, etc.). La génération
de MAE la plus récente, apparue au début des années 90 (lamotrigine, vigabatrin, topiramate,
zonisamide, levetiracetam, tiagabine, gabapentin, prégabalin, et plus récemment le lacosa-
mide), représente une avancée significative sur le plan de la tolérance générale (Arzimanoglou
et al., 2010), sans qu’il soit toutefois possible de démontrer un net avantage sur le plan de
Pefficacité.

La difficulté la plus préoccupante en clinique est que chez environ 30 % des patients épi-
leptiques, les MAE actuels induisent une réduction insuffisante des crises ou encore sont
inefficaces (Kwan et Brodie, 2000; Kwan et al., 2011). Des combinaisons de médicaments sont
parfois prescrites mais a ce jour, aucune regle établie ne permet de déterminer celle qui pour-
rait étre la plus bénéfique pour un type de patient donné. La résection chirurgicale de la zone
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épileptogene est possible chez certains de ces patients pharmaco-résistants lorsque le foyer
épileptique peut étre localisé (Engel, 1996, 2001). C’est une prise en charge difficile, risquée et
coliteuse et moins d'une dizaine de centres hospitaliers en France peuvent la proposer.

Enfin, il est notable que les traitements actuels visent exclusivement a la prévention et a la
suppression des crises, une fois que la maladie est déclarée. Les défis actuels et futurs de
I'épileptologie sont donc d’améliorer I'identification des patients a risque d'une part, par des
diagnostics précoces associés aux événements susceptibles de déclencher une épilepsie, et de
développer des traitements préventifs permettant d’enrayer le développement de la maladie
(épileptogenese) chez ces patients d’autre part.

ATévidence, la compréhension des mécanismes a 'ceuvre dans les différentes formes de la
pathologie est fondamentale pour la découverte de nouveaux traitements 8 méme de mo-
difier les changements neurobiologiques soutenant I'épileptogenése. Ca n’est qu’en met-
tant au jour les composantes communes et les différences entre les épilepsies, que 'on
pourra déterminer si une situation particuliére doit étre traitée en mono ou en polythéra-
pie, siles différents traitements doivent étre administrés séquentiellement ou en paralléle,
et les configurer de maniére spécifique pour chaque étiologie et chaque phénotype.

4
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Lacosamide 2008
Rufinamide (EU) 2007 @
Pregabalin 2005 ..ié
Zonisamide (EU) 2005 @)
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Tiagahine 1997 @‘

Topiramate 1996
Lamotrigine 1994 )
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Figure 6.2 — Evolution des découvertes de MAE, d’aprés Arzimanoglou et al. (2010).
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6.2 Epilepsie mésio-temporale

Les structures mésiales du lobe temporal (cortex entorhinal et piriforme, subiculum, amygdale
et hippocampe) ont une propension particuliére a la synchronisation neuronale, et sont
impliquées dans la majorité des épilepsies du lobe temporal (Jefferys et al., 2012). Le syndrome
d’épilepsie de la face médiale du lobe temporal (EMLT) est une forme focale caractérisée par
la répétition spontanée de décharges paroxystiques au sein de ces structures, qui diffusent
parfois a 'ensemble du cortex ou aux noyaux thalamiques (Wieser, 2004).

Les manifestations cliniques de ces crises incluent des automatismes oro-alimentaires, des
vocalisations, des mouvements spontanés des membres contralatéraux, une hyperventilation,
une perte de 'équilibre et une amnésie rétrograde. Sur le plan neuropsychologique, 'EMLT
implique des déficiences de la mémoire épisodique : des problemes de mémoire verbale,
visuelle et sémantique sont souvent rapportés chez ce type de patient (Wieser, 2004). De
plus, des lésions peuvent se produire dans d’autres zones du cerveau, en particulier le lobe
temporal néocortical et le néocortex frontal, dégradant d’autres champs de la cognition tels
que le langage ou les fonctions exécutives (Bell et al., 2011).

Dans 90 % des cas, les EMLT sont résistantes a la plupart des médicaments antiépileptiques
(Wieser, 2004) et la résection chirurgicale du lobe temporal apparait a '’heure actuelle comme
la thérapie curative la plus efficace (Engel, 1996; Wiebe et al., 2001; Engel et al., 2003; Spencer
et Huh, 2008; Lee, 2014). Pour autant, de telles interventions présentent de nombreux risques
et leurs conséquences neuropsychologiques (troubles de la mémoire, du langage, de I'humeur,
ou des fonctions exécutives), peuvent dramatiquement détériorer la qualité de vie du patient,
bien qu'’il soit le plus souvent soulagé des crises.

Dans 70 % des cas, 'EMLT s’accompagne d'une sclérose hippocampique (SH), caractérisée
par une perte cellulaire, centrée sur la couche pyramidale des aires CA1 et CA3, une dispersion
des cellules granulaires, un bourgeonnement des fibres moussues et une altération des inter-
neurones (IN) (Figure 6.3). La SH est également caractérisée par une activation massive des
cellules astrocytaires, qui deviennent alors majoritaires au sein de 'hippocampe sclérosé et
forment une gliose. Méme si le lien de causalité entre la SH et 'EMLT fait I'objet de débats, une
hypothese répandue est qu'un événement initial précipitant (initial precipitating insult (IPI))
durant I'enfance, pourrait affecter I'hippocampe, et que ce premier choc, se produisant durant
une phase critique du développement, ferait le lit, en combinaison avec d’autres facteurs,
d’une cascade d’événements propices aux crises et/ou a la perte cellulaire (Mathern et al.,
2002).
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Figure 6.3 — Scléroses hippocampiques (SH) observées chez I'humain, d’apres Malmgren et Thom
(2012). A - SH unilatérale (cadre rouge) observée sur une coupe coronale de cerveau humain, resectée
post-mortem. B - Sections d’hippocampes résectées post-mortem d'un patient neurologiquement
normal (a) et d'un patient ayant souffert d'une épilepsie du lobe temporal (ELT) (b). Les sous-régions
de I'hippocampe (CA1 a CA4), le subiculum (SC) et les couches de I'hippocampe (St. Moleculare, St.
Radiatum, St. pyramidale, St. Oriens et Alveus) sont indiqués en (a). On observe clairement la dispersion
des cellules granulaires (3 en (a)), et 'atrophie de I'aire CA1.

137



Chapitre 6. Hyperexcitabilité neuronale & épilepsie mésio-temporale

6.3 Hypotheses sur les mécanismes d’épileptogeneése

Que 'on puisse ou non identifier les causes de la maladie, elle est liée a une évolution des
propriétés intrinséques et des schémas de connexion des neurones. Généralement, |'épilepsie
se développe en trois phases : un événement initial (traumatisme, AVC, méningite, etc.) agresse
le cerveau, et précede une phase de latence pendant laquelle I'épileptogeneése opere, sans crise
(mais pas toujours sans symptdéme), pour une durée pouvant atteindre plusieurs années (en
moyenne 7,5 années pour les patients atteints d’ELT d’apres French et al. (1993)). Finalement,
la maladie se déclare et des crises récurrentes se produisent selon les mécanismes d’icto-
genese. Des éléments suggerent que 1'épileptogenese pourrait étre associée a une réaction
inflammatoire et une angiogenese, causées par une trop grande perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique (Rigau et al., 2007; Ravizza et al., 2008), auxquelles des phénomenes
toxiques pourraient participer (Pernot, 2009).

L'épileptogenese est un phénomeéne complexe a étudier car il est particulierement difficile
de déterminer si les modifications anatomiques et fonctionnelles qu’on observe dans les
modeles animaux ou chez les patients favorisent I’apparition des crises, relévent au contraire
de mécanismes de protection ou de compensation du déséquilibre, ou bien encore sont des
épiphénomeénes. Pour autant, les modeles expérimentaux (Pitkdnen et al., 2007; Loscher et
Brandt, 2010), et le développement des technologies de profilage moléculaire et génétique,
fournissent de nombreux indices quant aux substrats permettant cette mutation du cerveau,
et aux stratégies thérapeutiques a adopter (Pitkdnen et Lukasiuk, 2011).

Une réorganisation synaptique semble étre a I'’ceuvre dans I'épileptogenese. La dispersion
des cellules granulaires du gyrus denté (GD), et le bourgeonnement de leurs axones (fibres
moussues) sont observés dans la plupart des modeles animaux, ainsi que chez les patients
atteints d’EMLT. Ce bourgeonnement va donner lieu a de nouvelles projections vers I'aire CA3,
mais aussi a des connexions récurrentes excitatrices sur le GD, propices a '’hyperexcitabilité.
En tant que point d’entrée des afférences corticales dans ’hippocampe (voie perforante (VP))
et relais vers I'aire CA3, le GD occupe une place centrale dans le fonctionnement de cette struc-
ture, supportant les processus d’apprentissage et de mémorisation. On lui attribue aussi une
fonction de protection de I'aire CA3, assurant le filtrage de signaux corticaux potentiellement
hypersynchrones et toxiques. De nombreuses études tendent a montrer qu'une altération
de cette fonction de filtrage du GD a lieu pendant la phase de latence, et qu’elle serait liée a
une altération des récepteurs GABA, (GABAar) (Bernard et al., 2000; Galanopoulou, 2010), a
une dérégulation de I'homéostasie du chlore (Pathak et al., 2007), et a une perte sélective d'IN
inhibiteurs GABAergiques du hile (Pandit ef al., 2013; Sloviter, 1987, 1991; de Lanerolle et al.,
1989; Buckmaster et Dudek, 1997).

Au cceur des processus d’'inhibition, I'implication des IN GABAergiques fait 'objet d'une
attention particuliere. On sait que les Basket Cells (BC) jouent un role critique dans le controle
de I'excitabilité des cellules pyramidales, et donc dans la protection contre I'excitotoxicité. De
plus, le géne SCN1A, muté dans le syndrome de Dravet, mais aussi dans une sous-population
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de patients atteints d’ EMLT, pourrait donner lieu a une réduction de I’expression des canaux
sodiques Navl.1, rendant ces cellules moins excitables, provoquant une inhibition moindre
des cellules pyramidales (PC) et produisant des effets toxiques (Goldberg et Coulter, 2013).

Dans la corne d’Ammon (CA), un bourgeonnement des axones des PC de l'aire CAl a été
observé, formant des récurrences excitatrices dans le stratum oriens (s.0.) et le stratum ra-
diatum (s.1.), susceptibles de former un réseau hyperexcitable (Esclapez et al., 1999). Aussi,
un dysfonctionnement de I'intégration synaptique des PC de CA1 pourrait se produire. Dans
les conditions physiologiques, des IN inhibiteurs spécifiques, et différents canaux ioniques
membranaires (HCN, Ka) permettent de contraindre les entrées synaptiques excitatrices de la
VP aux dendrites les plus distales, les empéchant de se propager jusqu’au soma (cf. section 4.1).
Il a été montré sur un modele de souris a laquelle on a injecté de la pilocarpine, une perte de
ces IN, une diminution de I'’expression des canaux K, une diminution du Iy (canaux HCN),
et une augmentation des courants VDCC-T. Ces modifications conjointes sont a méme de
changer le mode de décharge des PC, et de leur conférer une excitabilité aberrante (Avoli ez al.,
2002).

Des modifications moléculaires soutiennent nécessairement les manifestations cellulaires
que 'on vient de décrire. Le développement de la biologie moléculaire et des technologies
d’analyse génétique permet 'identification d'une large gamme de modifications patholo-
giques. A I’échelle du transcriptéme, elles fournissent un nombre considérable de données
suggérant des modifications de I'expression génétique a la suite d'un événement épilepto-
gene initial. Entre autres, il a été rapporté des changements dans I’expression des GABA,r,
de plusieurs variétés de canaux sodiques, potassiques et calciques voltage-dépendants (Nav,
Kv, VDCC resp.), ou des canaux HCN. Ces « canalopathies acquises » affectent le contréle
du potentiel membranaire, la transmission synaptique, et sont donc suspectées de soutenir
la modification de I’excitabilité des tissus neuronaux. Un certain nombre de voies de signa-
lisation importantes ont émergé grace a ces techniques, notamment celles associées aux
neurotrophines (Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Tropomyosine-Related Kinase B
(TRKB)), dont les expressions semblent altérées dans la maladie (Scharfman, 2005), et dont
la stimulation s’est montrée bénéfique dans des modeles animaux (Pitkdnen et Lukasiuk,
2011). La voie mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) (une enzyme de type serine/threo-
nine kinase, activée par les voies glutamatergiques et régulant la structure et la prolifération
neuronale et la plasticité synaptique), ainsi que le facteur de transcription (RE1)-Silencing
Transcription Factor (REST) - régulant |'expression de prés de 2 000 génes - ont aussi révélé
des intrications étroites avec les modifications cellulaires liées a 1'épileptogenese (Goldberg et
Coulter, 2013).

6.4 Hypotheses sur les mécanismes d’ictogenése

La crise épileptique est due a une activité synchrone excessive de circuits neuronaux. Le
cerveau des patients épileptiques comporte des altérations de leurs circuits, qui ont la capacité

139



Chapitre 6. Hyperexcitabilité neuronale & épilepsie mésio-temporale

de générer spontanément des crises, sans élément déclencheur identifiable. Lhippocampe est
une structure particulierement prédisposée a ces états d’hyperactivités synchrones, en effet :

i) il comporte de nombreuses connexions excitatrices, éventuellement récurrentes, dont la
modulation de I’excitabilité est largement dépendante de la présence de composantes
inhibitrices;

ii) les synapses qui forment ces circuits sont fortement plastiques, aptes a se renforcer lors
de stimulations répétées;

iii) il se compose de cellules intrinséquement capables de générer des trains de décharges a
haute fréquence;

iv) l'excitabilité des cellules qui le composent est trés sensible a la régulation des concentra-
tions ioniques intra- et extracellulaires.

En dehors des crises, qui sont cliniquement manifestes et qui peuvent durer plusieurs dizaines
de secondes, I'épilepsie est aussi caractérisée par un type d’activité se produisant entre les
crises, appelée anomalie interictale (AI). Ces Al se manifestent a ’EEG par des pics brefs et
amples (80-200 ms), se détachant de I'activité basale, mais n'induisent pas de symptomes
cliniques. Le corrélat intracellulaire de ce type de pic est une dépolarisation synchrone d'un
groupe de neurones, appelée dépolarisation paroxysmale ou Paroxysmal Depolarizing Shift
(PDS) (Matsumoto et Marsan, 1964). Ces dépolarisations sont amples, durent une dizaine
de millisecondes et s’apparentent a des PPSE géants. La génération des PDS résulte d'une
mécanique physiologique, comportant une phase d’excitation générée par des afférences
glutamatergiques, suivie d'une phase d’inhibition par des synapses GABAergiques, exagérée
dans la situation pathologique (Jefferys, 2010). En effet, I'interconnectivité dense de cette
structure lui permet d’accomplir ses fonctions, mais a pour conséquence une propension a la
génération d’excitations incontrdlées si les relais excitateurs récurrents de ses réseaux ne sont
pas compensés. C’est ce qui semble étre le cas, au moins dans une certaine mesure, dans la
génération des Al, ou I'excitation des cellules glutamatergiques se propage rapidement par
P'activation de récepteurs ionotropes (KAr, AMPAr, NMDAr), et recrute une large population
de neurones dans I’événement épileptique.

Un potentiel particulier a la génération de PDS a été identifié dans les aires CA3 et CAl,
dons les cellules sont capables de générer des trains de décharge, et dont les connexions
récurrentes (dans 'aire CA3) et les collatérales de Schaffer (CS) (CA3 vers CAl) facilitent la
propagation. Certaines cellules pyramidales du CA3 et du CAl sont capables de générer des
trains de potentiels d’action (PA), (e.g. lorsqu’on les soumet a une breve dépolarisation). Ces
trains naissent dans les dendrites, ol1 'activation de canaux sodiques et calciques génere des
vagues dépolarisantes (PA dendritiques) suffisamment amples et longues pour provoquer une
série de PA dans la région du soma et du segment initial de I’axone (SIA). Ce mécanisme n’est
pas unidirectionnel, et les PA peuvent se rétropropager du soma aux dendrites, méme si de
maniere spécifique, les cellules de I'aire CA1 sont moins enclines a la rétropropagation, car
la présence de KCa BK dans la région périsomatique induit des PHP limitant cet « écho » du
signal vers les dendrites. Ces capacités des neurones de I'hippocampe a générer des trains de
PA a haute fréquence sont vraisemblablement critiques dans le traitement du signal a |’état
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physiologique, et dans leur propension a initier ou a propager les signaux épileptiformes. Il est
donc fondamental de comprendre, a ce niveau subcellulaire, les mécanismes qui sous-tendent
la transition d’une excitabilité contrdlée, a une hyperexcitabilité.

Prise au niveau d'un microcircuit, cette propension a générer des trains de décharges a pour
conséquence un effet d’amplification du signal. En effet, les synapses glutamatergiques des
récurrences de I'aire CA3 ou des CS ont des probabilités de transmission relativement faibles,
mais la sommation temporelle de plusieurs PA rapprochés accroit cette probabilité (paired-
pulse facilitation), et une cellule délivrant un train de PA est susceptible d’entrainer la décharge
quasi-synchrone d’'une assemblée de neurones (Traub et Wong, 1982).

Par ailleurs, les risques d’excitation et de synchronisation excessives sont contrdlés par dif-
férents mécanismes, en particulier par la présence d'IN inhibiteurs. En particulier, les BC
responsables de I'inhibition antérograde sont facilement excitables, déchargent en trains a
haute fréquence et ont des arbres axonaux denses et étendus. Cela leur permet d’inhiber
un grand nombre de cellules pyramidales, et d’étre particulierement capables de détecter
et de contrer une vague excitatrice. Il a été établi que les synapses GABAergiques de ce type
de connexion étaient modifiées dans I'état épileptique, par une internalisation accrue des
GABAar postsynaptiques, des changements des sous-unités exprimées, ou par des altérations
de I'homéostasie de I'ion chlorure Cl, ayant pour résultante possible une diminution de la
composante inhibitrice sur les PC (Bernard, 2012).

Une question importante réside dans les phénoménes donnant lieu a la transition des ano-
malies interictales (AI) vers les crises épileptiques. Cliniquement, les lieux des Al (zone
d’irritation) et des crises (foyer épileptique) peuvent étre confondus, ou correspondre a des
régions distinctes du cerveau. Dans des tranches d’hippocampe in vitro, la zone d’irritation
est habituellement dans I'aire CA3, alors que 'emplacement du foyer est plus variable. LAl se
termine normalement au bout de quelques centaines de millisecondes, par des mécanismes
permettant |'extinction de la vague de dépolarisation. Dans la crise épileptique qui peut durer
plusieurs secondes ou minutes, il faut donc qu'un mécanisme différent, ou un mécanisme
additionnel soit a I'ceuvre pour générer des dépolarisations prolongées, ou pour déjouer les
mécanismes d’extinction. Cette transition de I’Al a la crise est associée a la diminution progres-
sive de potentiels hyperpolarisants suivant les bouffées de décharge, liée a une amplification
des PDP augmentant la fréquence et la durée des Al (Matsumoto et Marsan, 1964; Ayala et al.,
1970). Ce prolongement des décharges pourrait étre sous-tendu par une accumulation du po-
tassium extracellulaire [K*],, provenant de la repolarisation des neurones aprés un PA, et par
une saturation des transporteurs ioniques présents sur la membrane des cellules neuronales
et astrocytaires supposés maintenir '’homéostasie ionique (McCormick et Contreras, 2001;
Barbarosie ef al., 2002). L'élévation de [K*], augmente directement |’excitabilité neuronale
en dépolarisant le potentiel de repos des neurones, tres dépendant du gradient transmem-
branaire de cet ion. Il agit aussi de maniére indirecte en réduisant la cinétique de certains
transporteurs, tels que les CCC (KCC2, NKCC1), et les transporteurs de neurotransmetteurs
glutamate et GABA (GluT, GAT). Un tel mécanisme constitue une rétroaction positive, ou I'acti-
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vation des neurones provoque une élévation de [K*],, augmentant |'excitabilité des neurones
avoisinants. L'échelle de temps dans laquelle il s'inscrit est suffisamment longue (plusieurs
secondes) pour contrer les mécanismes d’extinction des décharges interictales (McCormick
et Contreras, 2001; Jefferys, 2007) (Figure E.2). A la différence des Al, les crises impliquent
généralement des populations de neurones variées, dépassant le champ local. Typiquement,
les crises consistent en des bouffées d’activité a haute fréquence, séparées par des intervalles
de calme, laissant imaginer des effets de propagation bouclées et de réverbération. Les phé-
nomenes d’amplification, de propagation et d’extinction des crises semblent impliquer des
projections divergentes et des récurrences excitatrices formant des systémes résonnant a
haute fréquence. Les preuves de tels phénomeénes sont toutefois difficiles a établir, et les
études concluent le plus souvent sur des interactions fonctionnelles complexes entre eux (de
Curtis et Avanzini, 2001; Jefferys et al., 2012).

Ainsi, les Al comme les crises semblent résulter de phénomenes intrinseques aux neurones
(e.g. canaux ioniques), de modifications synaptiques (excitatrices et inhibitrices) et extracel-
lulaires (homéostasies de Cl™ et de K*), ainsi que d’effets de propagation dans les réseaux
de neurones, tous constitutifs de rétroactions positives susceptibles de générer des vagues
d’hyperactivité (McCormick et Contreras, 2001). Bien que le role exact des Al dans I'épilepsie
ne soit pas entierement compris, on peut penser qu’elles sont les prémices, et mettent en jeu
des mécanismes plus locaux et temporellement restreints que les crises. Elles sont ainsi plus
faciles a appréhender a la fois expérimentalement et dans une approche de modélisation telle
que nous la développons, et c’est essentiellement sur elles que nos travaux ont porté dans le
cadre de cette étude.

6.5 Modeles expérimentaux d’épilepsie

Les modeles expérimentaux d’épilepsie sont des outils fondamentaux pour la compréhension
des mécanismes de la pathologie. Sans entrer dans le détail des nombreux modeles, ni en dis-
cuter les vertus et limites (mais voir Pitkdnen et al. (2005)), on peut distinguer deux catégories
principales : les modeles aigus et chroniques.

Les modéeles aigus font usage d’'un traitement convulsivant pour déclencher une activité
épileptique sur des tissus normaux. Des techniques de stimulation pharmacologique ou élec-
trique sont couramment employées in vitro ou in vivo. Des molécules bloquant le GABAxr
telles que la pénicilline, la bicuculline, la picrotoxine, ou les canaux potassiques (4-AP) sont
aussi classiquement employées. Pour des expérimentations in vitro, on utilise souvent des
tranches d’hippocampe d’animaux (souvent des rongeurs) fraichement résectées, que I'on
prépare dans des bains de liquide cérébrospinal artificiel dont on modifie les concentrations
ioniques. Ainsi une augmentation des concentrations extracellulaires de potassium ou une
diminution des concentrations de magnésium ou de calcium extracellulaire sont suscep-
tibles d’induire des décharges épileptiformes qui renseignent les expérimentateurs sur les
mécanismes de la crise.
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Les modéles chroniques, quant a eux, sont des outils précieux pour comprendre comment un
tissu normal évolue vers des configurations épileptiques, c’est a dire produisant des Al et des
crises. Ces modeéles sont a priori plus proches de I'épilepsie clinique, dans la mesure ot 'orga-
nisation fonctionnelle du cerveau y a évolué d'une situation physiologique vers une situation
pathologique, par un processus d’épileptogenese. Bien souvent, un Status Epilepticus (SE)
initial est induit par I'injection systémique ou intrahippocampique de KA, par I'injection sys-
témique de pilocarpine, ou par des stimulations électriques répétées (kindling). Ce SE initial
peut durer plusieurs minutes a plusieurs heures, et induit une perte neuronale et une réorga-
nisation morphologique de 'hippocampe, comparables a une SH (cf. section 6.2, Figure 6.3).
11 est suivi par une phase de latence d'une ou deux semaines précédant I'établissement des
crises spontanées, qui vont se produire de maniére intermittente tout au long de la vie de
I'animal. C’est pendant cette phase de latence que vont se produire les processus - encore mal
connus - de I'épileptogenése (section 6.3). D’autres types de modeéles permettent d’induire
les crises spontanées ou d’accroitre la sensibilité de I’animal aux convulsions (abaissement
du seuil épileptique), sans induire un SE initial, par application quotidienne de stimulations
électriques faibles, ou injection de faibles doses d’une toxine dans I'hippocampe.

6.6 Contexte et objectifs de I'étude

Les travaux et les résultats présentés dans ce chapitre se sont inscrits dans le programme
collaboratif de recherche RHENEPI. Ce programme a impliqué Rhenovia Pharma en tant
que coordinateur et responsable des tadches de modélisation et de simulation, I'entreprise
SynapCell! en tant que deuxiéme partenaire industriel, et deux partenaires académiques :
I Institut de Génomique Fonctionnelle, CNRS-INSERM (IGF), département de neurosciences 2
pour les expérimentations in vitro, et le Grenoble Institut des Neurosciences, Université Joseph
Fourier, INSERM U836, CHU Grenoble (GIN), équipe « Dynamique des réseaux synchrones

épileptiques » 3 pour les expérimentations in vivo.

Les objectifs de RHENEPI sont d’apporter des solutions nouvelles au traitement de patients
souffrant d’épilepsie par le développement d'une technologie de rupture qui permette de
prendre en compte les besoins médicaux majeurs dans ce domaine thérapeutique. Les réalisa-
tions de ce projet ont abouti :

— au premier systeme de modélisation et de biosimulation sur ordinateur de I'épilepsie
mésio-temporale : RHENOMS-EPI, favorisant la découverte et le développement de
nouveaux MAE,

— aun outil logiciel d’analyse d’EEG permettant I'optimisation et la recherche de MAE,
basé sur des modeles in vivo prédictifs,

— aun modele d’épilepsie expérimentale in vitro intégrant des mécanismes biologiques
les plus récents, et permettant I'identification de mécanismes d’interactions protéine-

1. http://www.synapcell.fr/
2. http://www.igf.cnrs.fr/index.php/fr/research-fr/departments-fr/neuroscience- fr
3. https://neurosciences.ujf-grenoble.fr/1-institut/equipes-recherche/equipe- depaulis
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protéine qui impactent I'excitabilité neuronale.
Mise en perspective, cette plateforme d’outils, développée conjointement par le consortium,
permet la recherche et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le
traitement des épilepsies pharmacorésistantes, et aussi d’'identifier les effets proconvulsivants
de tous types de médicaments (en développement ou sur le marché), tout en réduisant le
recours a I'expérimentation animale.

Le déroulement du programme s’est articulé en trois phases principales du point de vue de
la modélisation. La premiére partie a contribué a I’élaboration des modéles constituant les
plateformes RHENOMS aux niveaux synaptique, neuronal et du microcircuit, validées dans
des conditions physiologiques (chapitres 3 et 4). Dans un deuxiéme temps et sur cette base,
il a été possible d’étendre la plateforme pour simuler les décharges épileptiques obtenues
dans des conditions expérimentales in vitro (Low-Mg, 4-AP) et in vivo (souris MTLE). Dans ces
différentes configurations, RHENOMS-EPI a été validée en regard des résultats obtenus pour
plusieurs composés par les différents partenaires. Chacun d’entre eux a nécessité I'implémen-
tation des modéles représentant ses cibles, leur validation au niveau élémentaire en référence
a des résultats publiés, et leur intégration a la plateforme pour en simuler les effets antiépilep-
tiques. Enfin, la plateforme a permis d’établir les effets et d’éclaircir le mécanisme d’action du
complexe Homer-Shank sur I'excitabilité neuronale, de prédire le synergisme de combinaisons
de MAE confirmé in vitro, et d’étudier I'impact de la dérégulation de 'homéostasie du chlore
sur |'excitabilité neuronale pour évaluer I'effet de MAE testés in vivo.

En plus de la plateforme de biosimulation, et afin de constituer un ensemble d’outils de
recherche efficace, le consortium s’est doté de différentes techniques expérimentales, incluant
un modele d’épilepsie in vitro développé par I'équipe IGF, a méme d’identifier les mécanismes
au niveau subsynaptique, et un modele d’étude in vivo mis en ceuvre par ’équipe GIN pour
la caractérisation physiopathologique et électrophysiologique d'une part, et par I'équipe
SynapCell pour le test de MAE et I'exploitation des données d’activité EEG d’autre part.
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6.7 Résultats principaux en configuration in vitro

6.7.1 Simulation de PDS dans une configuration Low-Mg

Comme évoqué dans les sections introductives de ce chapitre, des anomalies interictales
(Al) interviennent in vivo entre les crises : elles correspondent a des bouffées de décharges
neuronales synchrones de petites populations neuronales ne se propageant pas a 'ensemble
de la structure hippocampique. L'activité intracellulaire correspondant a ces événements est
nommée dépolarisation paroxysmale ou PDS, et a été choisie comme observable de référence
pour la modélisation. Ce type d’activité relativement stéréotypée est enregistrée dans plusieurs
modeles ex vivo et in vivo et en particulier dans le modele de souris MTLE développé par
I'équipe du GIN. Cette bouffée de PA constitue en effet une signature neuronale intéressante
pour le projet car elle est accessible aux techniques des différents partenaires :
— c’est le corrélat intracellulaire de la « décharge de pointe » observée sur les traces EEG
in vivo;
— il est possible de la produire dans les conditions d’études in vitro;
— elle représente une quantité accessible a I'échelle de modélisation et de simulation
développée dans le projet.
Un premier jalon de cette étude a donc été la transformation du modele de PC afin de simuler
les conditions d’expérimentations in vitro créant une hyperexcitabilité neuronale 8 méme de
produire des décharges épileptiformes (Figure 6.4).

Dans des tranches d’hippocampe, différentes conditions peuvent étre utilisées pour induire
des décharges épileptiformes et étudier leurs caractéristiques (Avoli et al., 2002). Parmi elles,
la préparation d’une tranche baignant dans une solution dépourvue d’ions Mg?* est connue
pour déclencher de telles activités dans différentes structures hippocampiques et parahippo-
campiques, y compris 'aire CA1 (Traub et al., 1994). Ces trains de décharges spontanées sont
dépendants de I'inhibition GABAergique, mais sont complétement bloqués par I'application

In vivo In vitro In silico
— ctrl. ctrl. ... Vaend
LFP Hipp.
AN
> w |
-86 mV
Intra Hipp.

Figure 6.4 — Dépolarisations paroxysmales observées in vivo (d’apres Langlois et al. (2010)), in vitro
(d’apres Mody et al. (1987)), et in silico, en configuration Low-Mg.
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d’AP5, un antagoniste compétitif du NMDAT, ce qui en fait la source primaire de dépolarisation
(Mody et al., 1987; Avoli et al., 1991). Les expérimentateurs de I'IGF ont mis en place ce type
de protocole Low-Mg, et ont eu recours a des stimulations des CS de durées et d’intensités
variables afin de contréler la survenue des PDS en fonction des composés a tester. Parmi
différentes méthodes pour quantifier leur intensité, le nombre de PA contenu dans les PDS
évoqués s’est avéré étre la quantité la plus reproductible et la plus fiable pour étudier I'effet
des composés.

A partir de la configuration cellule-unique décrite en section 4.2, comprenant les synapses
excitatrices des CS et inhibitrices des IN, activées par des impulsions (Figure 4.6), nous avons
constaté que la suppression du magnésium extracellulaire ([Mg?*], = 0) provoque des dépola-
risations dendritiques amples, se propageant jusqu’au soma et donnant lieu a des trains de
décharges a haute fréquence. Ces dépolarisations proviennent des courants NMDAr amplifiés
par I'absence du blocage du Mg?*, et les PDS peuvent étre modulés par différents composés
agissant sur les récepteurs glutamatergique et GABAergiques, ainsi que sur les canaux ioniques
membranaires.

6.7.2 Validation de I'effet de composés de référence

Sur cette base, le modele a été ajusté pour correspondre aux conditions exactes de la tranche,
en reproduisant I'effet de différentes molécules sur les PDS (Figure 6.5). Plusieurs composés
de référence ont été testés :

— le CGP-40116, un antagoniste spécifique du NMDAr,
la picrotoxine (PTX), un bloqueur du GABAar,

le muscimol (MUSC), un agoniste compétitif du GABAr,

la carbamazépine (CBZ), un inhibiteur des canaux sodiques voltage-dépendants,

la lamotrigine (LTG), modélisée par son action inhibitrice du courant Iy,

la tiagabine (TGB), un inhibiteur de la recapture du GABA.

Limplémentation de chacun d’entre eux a consisté a enrichir et a valider les KM de leurs cibles
(e.g. CGP-40116 : Figure 3.3 et 3.4, PTX et muscimol : Figure 3.7, CBZ : Figure 2.2). Les modula-
tions concentration-dépendantes du nombre de PA des PDS mesurées expérimentalement
ont pu étre reproduites par le modele pour tous les composés, et une synthése des résultats
est présentée en Figure 6.5. Les tests de la tiagabine et de la lamotrigine ont donné lieu a des
validations plus indirectes (cf. sections E.1 et E.2).

6.7.3 Etude de combinaisons

Les simulations de combinaisons ont ensuite été menées afin d’établir la faisabilité de telles
études dans ce programme, et d’évaluer le synergisme possible entre les composés. J’ai choisi
de présenter les deux combinaisons CGP-40116/muscimol et lamotrigine/carbamazépine,
afin de croiser différents modes d’action (Figure 6.6). Le protocole est identique aux études
précédentes, en supprimant le Mg?* extracellulaire, en appliquant des doses croissantes de
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Figure 6.5 — Validation de I'effet de composés de référence sur le modele en configuration Low-Mg. Les
réponses expérimentales (bleu, moyenne + s.e.m.) et simulées (mauve), pour les composés CGP-40116,
PTX, muscimol, et carbamazépine, sont exprimées comme le nombre de PA, en pourcentage de la
valeur sans composé (0-Mg), en fonction de la concentration appliquée.

composés, et en mesurant le nombre de décharges cumulées des PDS. Le caractére mono-
tone des DR des composés permet d'utiliser une approche différente de celle présentée au
chapitre 5, et les résultats de combinaisons sont présentés sous forme d’isobologrammes en
Figure 6.6 (Tallarida, 2001).

La combinaison CGP-40116/muscimol révele un effet de dose intéressant (Figure 6.6A). Les
concentrations combinées de composés requises pour restaurer le nombre de décharges me-
surées en condition contréle (i.e. pour [Mg?*], = 1,5 mM, N = 20 décharges) sont globalement
inférieures a la somme des concentrations requises indépendamment pour obtenir cet effet,
représentée par la droite additivité (droite blanche « Add. @EC; g »). En revanche, on constate
que les concentrations combinées produisant la moitié de I'effet maximal (N = 42 décharges)
suivent la droite d’additivité correspondante (droite rouge « Add. @ECs »). L'additivité de
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cette combinaison pour I'ECsq a été confirmée expérimentalement par les résultats in vitro
obtenus par I'équipe IGF, mais la synergie suggérée par les résultats simulés n'a pas pu encore
étre testée, et nécessiterait une étude plus détaillée.

Selon le méme type d’analyse, les résultats simulés de la combinaison lamotrigine/carbama-
zépine révelent une additivité aux ECsq (Figure 6.6B). Comme pour I'étude de la lamotrigine
seule, son action est exprimée comme un décalage du potentiel de demi-activation du courant
Ih (cf. section E.2), en faisant I'hypothese de linéarité de sa relation a la dose, autour du point
de référence rapporté par Poolos et al. (2002) (tirets bleus). Sur cette plage de parametres,
aucune combinaison ne permet de restaurer le nombre de décharges observé en condition
controle, et la forme globalement convexe des lignes de niveau suggere une asynergie de ces
deux parametres, confirmée par des données précliniques (Czuczwar et al., 2009). Par ailleurs,
les cibles de la lamotrigine sont multiples et pour partie indéterminées, et une évaluation
préalable de son effet sur ses cibles secondaires serait nécessaire pour évaluer complétement
I'effet de ce MAE.
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Figure 6.6 — Simulations des combinaisons CGP-40116/muscimol et carbamazépine/lamotrigine en
configuration Low-Mg. Les résultats sont exprimés comme le nombre cumulé de décharges, pour
différentes combinaisons de concentrations, et comparés aux droites d’additivité (isoboles) pour
obtenir 50 % ou 100 % de I’effet obtenu en condition contréle (droites rouge Add. @ECs et blanche
@EC 9, resp.). A - Combinaison CGP-40116/muscimol suggérant une additivité a I'ECs, et une légere
synergie a 'ECy¢9. B - Combinaison carbamazépine/lamotrigine suggérant une additivité a 'ECsq et
une asynergie globale. Leffet de la lamotrigine est exprimé par son effet sur le décalage du potentiel
de demi-activation du courant Iy (AVy,2), autour du point de référence fourni par Poolos et al. (2002)
pour [LTG] = 100 M (tirets bleus).
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6.7.4 Impact du complexe Homer-Shank sur 'excitabilité neuronale

Un des aspects du programme couvrait I’étude des mécanismes impliquant le complexe
Homer-Shank dans 'excitabilité neuronale. Les NMDAr et mGluR5 sont physiquement reliés
au niveau postsynaptique par un complexe multiprotéique composé de Homer, Shank, GKAP
et PSD95, lequel maintient mGluR5 dans la zone périsynaptique (Figure 1.8B). La protéine
monomérique Homerla entre en compétition avec les protéines Homer dimériques et libere
mGluR5 du reste du complexe (Figure 6.7). L'équipe de I'IGF avait préalablement montré
qu'Homerla est surexprimée dans les conditions épileptiques, induisant une inhibition consti-
tutive (indépendante de la liaison d'un agoniste) du NMDAr par mGIuR5, et des modifications
de la dynamique calcique postsynaptique.

Sur la base du modeéle de compartiment postsynaptique, nous avons testé différentes hypo-
theses concurrentes quant aux mécanismes pouvant mener a cette inhibition (diminution

NMDA-R  AMPA-R

!

—
mGIuRS
In silico
2+
o4 Low Mg
Low Mg + NMDA inhibition

[20mv

50 ms
In vitro

2+ Low Mg2+

Low Mg + TAT-Homerla 2h

Figure 6.7 - Mécanisme et effet de Homerla sur l'activité épileptique prédite in silico, confirmée in vitro.
La modélisation de I'inhibition du NMDAr induite par Homerla provoque une diminution du nombre
de PA intracellulaires obtenu dans la configuration Low-Mg simulée (In silico). Expérimentalement,
I'expression de Homerla induit une réduction du nombre des décharges extracellulaires enregistrées
en configuration Low-Mg (In vitro).
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d’activité de la GTPg4ge, modification de I'affinité du mGluR5 pour la protéine-G, diminution de
'activité de la PLC, déplacement du mGluR, etc.). Par simulation, I'hypothese selon laquelle la
rupture du complexe Homer-Shank induirait une migration des mGluR vers la DPS s’est mon-
trée la plus a méme de reproduire les changements de dynamique calcique postsynaptique
mesurés expérimentalement, en tenant compte des contributions relatives des flux transmem-
branaires NMDAr et de la libération intracellulaire de 1a voie mGIluR-IP3 (non présenté). La
simulation de ces modifications en configuration Low-Mg a permis de prédire que I'inhibition
des NMDAr était susceptible de réduire de 57 % le nombre de décharges, sans pour autant
supprimer totalement les PDS (Figure 6.7). Les tests in vitro ont confirmé cette diminution du
nombre de décharges, mais aussi que ce mécanisme, supposé étre compensatoire des crises
(Cavarsan et al., 2012), ne suffisait pas a les supprimer totalement dans ce protocole.

6.8 Résultats principaux en configuration in vivo

Une phase importante du programme a consisté a poursuivre la modélisation des phéno-
menes d’hyperexcitabilité neuronale pouvant donner lieu a I’épilepsie, en s’approchant des
conditions pathologiques de 'EMLT. A partir de la caractérisation d'un modéle expérimental
in vivo de souris épileptique (souris MTLE pour mesiotemporal lobe epilepsy), j’ai ainsi fait
évoluer le modeéle vers la configuration dite KA-MTLE. Les travaux présentés dans cette section
sont |'objet d'un article collaboratif en cours de soumission (Stamboulian-Platel et Legendre,
2015).

6.8.1 Caractérisation du modele expérimental in vivo utilisé dans I'étude

Plusieurs modeéles animaux permettent d’étudier 'EMLT, essentiellement chez le rat, par
induction pharmacologique ou des stimulations répétées du systeme limbique (White, 2003b).
La plupart de ces modeles ne reproduisent pas toutes les caractéristiques de la maladie : en
particulier, la résistance aux traitements antiépileptiques classiques, souvent observée chez les
patients, n’est le plus souvent pas reproduite (Nissinen et Pitkdnen, 2007). Les équipes du GIN
et SynapCell ont mis au point un modele de souris qui développent une EMLT suite a I'injec-
tion unilatérale d'une faible dose de kainate (acide (2-carboxy-4-isopropényl-3-pyrrolidinyl)-
acétique)) (KA) dans I'hippocampe dorsal (Suzuki et al., 1995; Riban et al., 2002). Ce modele
reproduit la plupart des syndromes électrocliniques et des caractéristiques morphologiques
(e.g. sclérose hippocampique (SH), dispersion des cellules granulaires) de 'EMLT et développe
les résistances pharmacologiques typiques de cette forme d’épilepsie (Le Duigou et al., 2005;
Heinrich et al., 2006; Bressand et al., 2009).

Dans le cadre de ce programme, I'équipe du GIN a effectué la caractérisation physiopatho-
logique de la souris MTLE, par des techniques de marquage immunohistochimique, et de
transfert de protéines (Western Blot (WB)). Ces mesures ont permis de quantifier les modifi-
cations d’expression de différentes protéines impliquées dans la transmission synaptique et
dans le maintien de '’homéostasie ionique cellulaire dans 'hippocampe de ces souris.
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En particulier, les mesures par WB ont montré que :

— les expressions des sous-unités a1, a3 et y2 du GABAr étaient augmentées;

— les expressions des sous-unités R1 et R2 du GABAgr étaient diminuées;

— les expressions des sous-unités NR1, NR2A, NR2B et GluR1, GluR2 du NMDAr et AMPAr

(resp.) étaient diminuées.

De plus, ces mesures montrent une inversion du rapport d’expression des co-transporteurs
cation-chlorure (CCQ), c’est a dire une augmentation pour NKCC1 et une diminution pour
KCC2, suggérant une altération de '’homéostasie de I'ion ClI’, et de la signalisation GABAer-
gique dans I’hippocampe de ces souris.

6.8.2 Simulations en configuration in vivo-MTLE

Par cette caractérisation de la souris MTLE, I'objectif était de fournir des éléments quantitatifs
permettant de soutenir le développement des modeles numériques vers une configuration
proche de 'in vivo. En se basant sur ces mesures de I’expression des protéines, et sur un
faisceau de résultats publiés montrant des modifications de 'homéostasie du chlore dans les
neurones dans les conditions pathologiques, le travail s’est focalisé sur I'implémentation des
modeles relatifs aux mécanismes d’accumulation, de diffusion, et de transport transmem-
branaire de cet ion par les CCC, ainsi que sur 'étude de I'impact des modifications de la
signalisation GABAergique dans la situation pathologique (cf. section 3.4).

La modélisation et la simulation appliquées a cette étude ont permis de corroborer numé-
riquement ’hypothese, dite du « GABA-excitateur », selon laquelle '’homéostasie du chlore
de certains neurones de 'hippocampe serait modifiée dans des conditions pathologiques
telles que I'épilepsie (Cohen et al., 2002; Huberfeld et al., 2007). Selon cette hypothese, une
concentration intracellulaire de chlore élevée entrainerait une inversion du courant conduit
par les GABA4r d'une action hyperpolarisante vers une action dépolarisante, susceptible d’étre
ala source de I'activité épileptique (Figure 6.8). L'élévation du chlore intracellulaire pourrait

Controle Epilepsie
[CI]; faible [CI']j élevée
GABAAr hyperpolarisant GABAAr dépolarisant

Figure 6.8 — Illustration de '’hypotheése du « GABA-excitateur » dans |'épilepsie.
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résulter de changements d’expression des CCC NKCC1 et KCC2 (Palma et al., 2006; Munoz
et al., 2007), et les effets anticonvulsivants de la bumétanide, un bloqueur de NKCC1 dans
différents modeles et chez les patients atteints d’ EMLT corroborent cette hypothése (Delpire
et Mount, 2002; Palma et al., 2006; Eftekhari et al., 2013; Loscher et al., 2013).

Le modele de PC présenté au chapitre 4 a été utilisé, et une configuration de microcircuit, in-
cluant les modeles d’'IN BC, BSC et O-LM a été développée pour simuler les voies d’inhibition
dendritique et périsomatique, antérograde et rétrograde projetant sur les PC (Figure 6.9A).
Les entrées excitatrices de la VP et des CS ont été modélisées par des trains d'impulsions
représentant les PA stimulant les terminaux présynatiques de chaque synapse. Les impulsions
sont délivrées a une fréquence moyenne de 4 Hz, et chaque date est décalée aléatoirement
selon une distribution normale (A (1 = 0 ms,o? = 75 ms)) afin d’introduire un bruit et désyn-
chroniser le signal d’entrée, a la maniére des travaux de (Cutsuridis et al., 2010a), (section 4.3,
Figure 4.10). Les afférences de la VP forment 20 synapses sur les dendrites de la PC placées
dans le s.I-m; les CS forment 50 synapses sur les dendrites de la PC couvrant le s.r, et respecti-
vement 20 et 25 synapses sur les dendrites apicales de la BC et la BSC. Linhibition antérograde
dendritique et périsomatique est fournie par des synapses GABAergiques entre la BSC et les
dendrites obliques et la BC et les dendrites primaires de la PC (resp.). Linhibition rétrograde
est conduite par des synapses glutamatergiques entre la PC et 'O-LM, puis par des synapses
GABAergiques entre I'0O-LM et les dendrites les plus distales (s.I-m) de la PC. Ces synapses sont
distribuées de maniere homogene sur leurs cibles dendritiques, en respectant les proportions
contraintes par les données anatomiques de Megias et al. (2001), les conductances unitaires
(Maccaferri et al., 2000; Papp et al., 2013; Miiller et Remy, 2014), et 'équilibre excitation/inhibi-
tion de ces différentes projections (Pouille et Scanziani, 2001; Saraga et al., 2008). Les modeéles
de synapses utilisés dans cette application sont ceux décrits dans le chapitre 3, intégrant les
influences des composés antiépileptiques CGP-40116 (antagoniste NMDA : Figure 3.4, 6.5),
picrotoxine et muscimol (Figure 6.5).

Les sections des modeles de neurones intégrent les mécanismes d’accumulation et de diffusion
intra- et extracellulaires de chlore, ainsi que les modeles de NKCC1 et KCC2, dont les cinétiques
dépendent de la concentration locale instantanée des espéeces ioniques transportées, tel que
décrit en section 3.4. La concentration extracellulaire de chlore ([Cl'],) est considérée pour un
volume limité autour des sections, et échange passivement avec une source a concentration
fixe (Carnevale et Hines, 2006; Doyon et al., 2011). La densité de KCC2 a été ajustée pour
obtenir une vitesse de décroissance de 6,4 mM.s™! dans les dendrites du s.I-m, reproduisant
les résultats de Staley et Proctor (1999). La densité de NKCC1 a été ajustée pour obtenir
[CI']; = 6 mM au repos, produisant une inversion des CPSI GABAr a -70,3 mV, compatible
avec les valeurs rapportées pour les PC de I'aire CA1 de la souris MTLE (Le Duigou et al.,
2008). Sous 'action exclusive des NKCC1 ou des KCC2, les valeurs au repos de [Cl']; sont
de 66,0 mM et 5,5 mM, respectivement. Les concentrations des espéces ioniques au repos
sont [Na*]; =12 mM; [Na*], =80 mM; [K*]; =110 mM ; [K*], =5 mM; [HCO3];=11,8 mM;;
[HCO3], =25 mM; [CI']; =6 mM;; [CI'], = 120 mM, donnant lieu aux potentiels de réversion a
I'équilibre : Ena+ = 50,4 mV; Eg+ = -82,1 mV; Egcos+ = -19,9 mV, et E¢- = -79,5 mV.
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Figure 6.9 - Schéma du modele (A) et exemple de simulation en configuration KA-

I'augmentation de [CI']; (B), 'inversion des courants GABAr (C), et 'occurrence de décharges épilep-

tiques (D).
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De maniere importante, les synapses GABAergiques sont distribuées sur les dendrites de la
PC selon leurs densités anatomiques rapportées par (Megias et al., 2001). Bien que seule une
fraction d’entre elles soient effectivement connectées a des stimuli présynaptiques dans le
modele, et que la diffusion volumique de GABA ne soit pas modélisée (pas de spillover entre
les synapses), ces synapses permettent de simuler I'action tonique induite par des composés
GABA-mimétiques comme I’agoniste GABAAr muscimol.

Le protocole de simulation utilisé consiste en une période quiescente ou aucun stimulus n’est
appliqué, permettant aux concentrations ioniques de se stabiliser, suivie d'une période de
mesure ol les impulsions excitatrices sont appliquées. Les différents parametres sont testés
dans des simulations distinctes, en conservant une méme valeur d’'initialisation du générateur
de nombres aléatoires (seed), afin de conserver les signaux excitateurs et les connexions sy-
naptiques identiques entre les simulations, et de pouvoir effectuer des comparaisons directes
entre les réponses.

La Figure 6.9 décrit le modele utilisé pour ces études, ainsi que les résultats de simulation
obtenus en appliquant les différentes modifications d’expression mesurées pour les CCC, les
récepteurs au GABA et au glutamate, constituant la configuration dite KA-MTLE du modele.
En comparaison a la configuration controle, on observe que la concentration intracellulaire
de chlore [Cl]; atteint une valeur d’environ 30 mM a I'équilibre. Cette valeur élevée de [Cl']; a
pour effet d’augmenter le potentiel de réversion des GABAaT (E(GABAAT)), qui conduisent alors
des courants négatifs en moyenne. Les dépolarisations induites par ces courants dépassent le
seuil d’activation des Nav, et déclenchent des PA. Comme d’une part les courants GABA5T ont
des temps de désactivation relativement longs, et d’autre part les rétroactions GABAergiques
du microcircuit sont rendues excitatrices, ces PA s’auto-entretiennent et donnent lieu a des
trains de décharges a haute fréquence s’apparentant aux dépolarisations paroxysmales (PDS)
observées expérimentalement.

6.8.3 Impact de I'altération de I'expression des CCC

Lapplication directe dans le modéle des changements d’expression mesurés expérimenta-
lement est discutable : la technique du WB utilise un homogénat de tissus pour estimer les
quantités de protéines présentes, mais ne constitue pas une mesure précise de la compo-
sition membranaire des neurones dans une zone donnée (e.g. CA1) ni sur une population
ciblée (PC ou IN). En outre, la plupart des études dans d’autres conditions suggerent que la
concentration de chlore est sujette a une importante variabilité intercellulaire (Huberfeld
et al., 2007). Bien qu’en ce qui concerne les CCC, les variations mesurées soient comparables
a celles rapportées par d’autres études (Palma et al., 2006; Muioz et al., 2007; Cai et al., 2013),
j'ai étudié les effets provoqués par un déséquilibre d’expression des CCC sur des plages de
parametres (Figure 6.10).

Les expressions de NKCC1 et KCC2 sont rapportées a leurs valeurs dans les conditions controle,
exprimées comme des facteurs NKCC1f et KCC2f, et les valeurs correspondant aux mesures
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WB ([NKCC1f; KCC2f] = [2,76; 0,37]) sont marquées par une étoile blanche. Cette analyse
révele que [Cl']; dans la PC varie de maniére monotone et quasi-linéaire avec I’expression des
CCC (croissant avec NKCC1, décroissant avec KCC2), et peut atteindre des valeurs de 35 mM
dans le soma (Figure 6.10A), plus élevées encore dans les dendrites apicales (Figure 6.10B). En
observant E(GABAAr) et le nombre de décharges (Figure 6.10C et D), on remarque que I'activité
de la PC est contenue tant que E(GABAar) est au dessous du potentiel de repos (tirets noirs), et
qu’elle augmente significativement lorsque E(GABAar) dépasse le seuil de déclenchement des
PA. Cela montre que la seule modification d’expression des CCC (configuration dite KA-CCC)
peut mener a une accumulation de chlore dans la cellule, et qu’elle est le levier principal de
I'hyperexcitabilité dans ce modele.
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Figure 6.10 - Etude paramétrique de I'expression des CCC en configuration in vivo. Impact simulé des
modifications combinées d’expression de NKCC1 et de KCC2 sur [Cl']; dans le soma (A) et les dendrites
(B) de la PC, sur le potentiel de réversion des GABA;r du soma (C), et sur le nombre de PA. L'étoile
blanche correspond a la configuration KA-CCC du modéle.
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6.8.4 Une surexpression de GABA,r favorise I’hyperexcitabilité

La transmission GABAergique semble significativement altérée dans ’hippocampe de la souris
MTLE, et les mesures WB rapportent une augmentation drastique de I’expression de sous-
unités composant les GABAsr. Pour les mémes raisons qu’évoqué plus haut, les effets de tels
changements ont été évalués in silico sur une plage de parametres (Figure 6.11).

En partant de la configuration KA-CCC précédente, produisant une nette augmentation de
[CI']; et de I'excitabilité de la PC, le nombre de GABAAr a été modifié entre 0,5 et 25 fois sa
valeur initiale (facteur GABAAf) dans les différentes synapses du modele. On observe que
le nombre de décharges et la durée cumulée des PDS augmentent avec GABA4f, appuyant
I'hypotheése qu'une surexpression des GABAar renforce I'hyperexcitabilité. On observe aussi
que I'hyperactivité du neurone diminue [Cl']; dans le soma et dans une moindre mesure dans
les dendrites. Notamment, et en cohérence avec les résultats en simulation de Lewin ef al.
(2012), la concentration de chlore dans les dendrites reste significativement supérieure a celle
du soma, suggérant que I'inhibition dendritique, transmise ici par la BSC et '0O-LM, est la
premiere impactée par I'inversion de polarité des GABAar.

Parmi les différentes sous-unités mesurées en WB, la sous-unité y2 semble d'importance
prépondérante pour le paramétrage du modéle. En effet, alors que a2 est plus abondante
que a3 dans 'hippocampe (Tietz et al., 1999), son expression semble restreinte au SIA des PC
(Loup et al., 1998), qui est la cible des AAC. J'ai choisi de ne pas inclure cette voie au modéle,
compte-tenu du caractere critique du SIA dans le contréle des PA qui nécessiterait une étude
spécifique. Ainsi pour la suite de I'analyse, j’ai appliqué une surexpression du nombre de
GABAr correspondant a la mesure en WB de la sous-unité y2, et formant la configuration
dite KA-GABA du modele ([NKCC1f; KCC2f; GABAaf] = [2,76; 0,37 ; 24,27]).

42« A - [Cl]i (mM) 600 . B - Nombre de décharges 14
® &—e Soma C - Durée cumulée des PDS (s) L
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T - * 500}
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Figure 6.11 - Etude paramétrique sur I'expression des GABAAT en configuration in vivo. Impact simulé
de la modification d’expression des GABAar sur [Cl']; dans le soma et les dendrites (A), ainsi que sur le
nombre de décharges de la PC (B) et la durée cumulée des PDS (C). Les lignes verticales correspondent
aux configurations KA-CCC et KA-GABA du modéle.
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6.8.5 Une sous-expression des iGluR mitige ’hyperexcitabilité

Comme pour les CCC et le GABAar, j'ai évalué in silico les effets de différents niveaux de
modification d’expression des récepteurs glutamatergiques AMPAr et NMDAr. A partir de la
configuration KA-GABA précédente, et selon les mémes protocoles, différentes simulations
ont été effectuées, en variant le nombre des AMPAr et des NMDAr exprimés dans les synapses
glutamatergiques, proportionnellement a leurs valeurs controle selon les parametres notés
AMPAf et NMDACS (Figure 6.12).

On observe que le niveau d’équilibre de [Cl']; n’est pas significativement impacté par I'expres-
sion des récepteurs glutamateriques, mais que le nombre de PA des IN et de la PC varie de
maniére monotone avec AMPAf et NMDAT, selon une pente significativement supérieure pour
AMPAS. La durée cumulée des PDS est elle aussi non-monotone selon AMPAf, et croissante

A - Nombre de décharges BC B - Nombre de décharges PC
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Figure 6.12 - Etude paramétrique sur I'expression des AMPAr et NMDATr en configuration KA-MTLE.
Impact simulé de la modification d’expression des AMPAr et NMDATr sur le nombre de décharges de la
BC (A), de la PC (B), sur [Cl']; dans le soma de la PC (C), et sur la durée cumulée des PDS (D). L'étoile
blanche correspond a la configuration KA-MTLE du modéle.
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avec NMDAC. La partie décroissante observée pour AMPAf > 0,7 s’explique par une capacité
réduite du neurone a décharger a haute fréquence lorsque la conductivité de la membrane est
augmentée (ici par les AMPAr), et dépend du critere de définition du PDS (ici : une séquence
de deux PA ou plus, tous séparés de moins de 16,6 ms, soit 60 Hz).

Globalement, ces résultats indiquent que la sous-expression des récepteurs glutamatergiques
mesurée expérimentalement provoque une réduction globale de I'excitabilité, et suggere I'exis-
tence d'un mécanisme de compensation permettant de réduire la puissance des afférences
excitatrices dans ce systéme déja hyperexcitable. Parmi les différentes sous-unités mesurées
par WB, j’ai pris en référence la modification de GluR1 (-92 %) pour AMPAf et celle de NR1,
commune aux différents NMDAr, pour NMDAf. Ainsi, la configuration intégrant I’ensemble
des changements d’expression applicables au modele est notée KA-MTLE (INKCC1f; KCC2f;
GABAAf; AMPAf; NMDAf] = [2,76; 0,37; 24,27, 0,08; 0,17]).

6.8.6 Simulation de I'effet de MAE en configuration in vivo

L'étude paramétrique précédente montre que le déséquilibre d’expression des CCC induit
une accumulation intracellulaire de chlore, qui combinée a une surexpression des GABAar,
augmente I’excitabilité des neurones et provoque des décharges paroxysmales, alors que la
diminution d’expression des récepteurs ionotropes du glutamate tend a en atténuer les effets.
A partir de la configuration KA-MTLE, j’ai testé les effets de trois composés interagissant avec
les récepteurs GABAy et NMDA, sur ’homéostasie du chlore et I’excitabilité neuronale. En
utilisant le méme protocole, des concentrations différentes de CGP-40116 (un antagoniste
des NMDAr), de picrotoxine (bloqueur du canal des GABA41), ou de muscimol (un agoniste
GABA,T) sont appliquées en début de chaque simulation (Figure 6.13).

Les effets simulés de CGP-40116 sont une réduction concentration-dépendante du nombre
de décharges et de la durée cumulée des PDS (Figure 6.13). Ce résultat est en accord avec les
expérimentations in vivo menées par I'équipe du GIN, qui montrent une suppression partielle
des crises chezla souris MTLE, aprés injection intrahippocampique de CGP-40116 (-45 % sur la
durée cumulée des crises, Stamboulian-Platel et Legendre (2015)). Cet effet est principalement
dti a 'inhibition de la transmission glutamatergique ciblant les IN, car les courants NMDAr
sont quasiment ineffectifs dans la PC en configuration KA-MTLE. Notamment, les premiéres
expérimentations en ce sens, utilisant une configuration sans IN, ne montraient aucun impact
du CGP-40116 sur la réduction des PDS. Les afférences excitatrices pourvoyant les IN restent
suffisantes a déclencher leur décharge dans la configuration KA-MTLE, et les résultats de
simulation suggerent que cette signalisation glutamatergique peut étre une cible pour réduire
l'occurrence des décharges méme si la composante GABAergique est prépondérante sous
cette hypothése et dans ce modele. De plus, CGP-40116 ne modifie pas directement [Cl'];, et la
modification de I'équilibre du chlore résulte de I'activité neuronale réduite, diminuant I'efflux
net de chlore des GABAr (Figure 6.13A).

Une question importante posée a cette étape de I’étude consistait a comprendre pourquoi
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les expérimentations montrent que le muscimol, un agoniste GABAAr diminue les crises de
maniere significative, alors que la picrotoxine, un antagoniste, n’a qu'un effet marginal ou nul.
Ces résultats, mis en perspective avec '’hypothése du « GABA-excitateur », sont paradoxaux, et
nous avons tenté par la modélisation et la simulation d’y apporter un éclairage nouveau.
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Figure 6.13 - Effets des composés CGP-40116, muscimol et picrotoxine en configuration KA-MTLE
sur [Cl']; dans le soma et les dendrites de la PC (A, lignes et tirets, resp.), sur le nombre de décharges
de la PC (B), ainsi que sur la durée cumulée des PDS (C), générés par la simulation du modele en
configuration KA-MTLE.

159



Chapitre 6. Hyperexcitabilité neuronale & épilepsie mésio-temporale

En tant qu’agoniste, le muscimol active ’ensemble des synapses GABAergiques présentes
sur les cellules. Cela est pris en compte par le modele en intégrant la totalité des synapses
GABAergiques sur la PC, selon les densités spécifiées par les données anatomiques de Megias
et al. (2001). En effet, les premiéres modélisations de I’action du muscimol, ne prenant pas
en compte I'’ensemble de ces synapses, ne permettaient pas de mettre au jour I'effet de ce
composé. La présence continue de 1'agoniste induit une ouverture prolongée des canaux des
GABAar perméables au chlore : dans la situation ou [Cl']; est élevée, I'efflux provoqué par
cette activation tonique induit un déplacement de I'équilibre du chlore et une normalisation
de E(GABA4T) vers des potentiels plus négatifs. Lamplitude relative de ce décalage de [Cl'];
est plus importante dans les dendrites, ce qui suggere que les neurites les plus fins (i.e. avec
un rapport surface/volume plus important) sont globalement plus sensibles a des variations
d’expression des canaux et des transporteurs de cet ion (Figure 6.13A).

Leffet simulé du muscimol inclut une diminution concentration-dépendante du nombre de
PA et de la durée cumulée des PDS allant jusqu’a une suppression complete des PDS au dela
de 500 nM (Figure 6.13). Une transition abrupte a lieu entre 100 nM et 500 nM, attribuable a
l'utilisation d'un nombre limité de cellules, ainsi qu'a un protocole de stimuli stéréotypés, qui
ne révelent pas la diversité de la connectivité réelle, ni de la variabilité intercellulaire. Cela ne
remet toutefois pas en cause la conclusion des simulations, ou I'activation des GABAar par le
muscimol induit une diminution significative de '’hyperexcitabilité neuronale.

Au contraire du muscimol, la picrotoxine est un bloqueur de canal dit « usage-dépendant »,
c’est a dire qu’il ne peut exercer son action d’antagoniste que sur des récepteurs déja activés
et ouverts. La simulation de ses effets montre qu’il n’a pas d’action directe sur I'équilibre
du chlore. Ainsi, dans cette situation de surexpression des GABAr, il ne diminue l'activité
épileptique qu’a des concentrations élevées, et favorise 'accumulation de chlore dans le
neurone (Figure 6.13).

6.9 Discussion et perspectives de I'étude

Lépilepsie est une pathologie complexe résultant de I’hyperexcitabilité des neurones et de
la propagation d’événements oscillatoires dans les circuits. Le besoin clinique associé aux
épilepsies, en particulier a'EMLT, est important a cause d'une fraction importante de patients
résistants aux traitements pharmacologiques habituels, mais aussi dans le cas des épilepsies
associées a d’autres pathologies du développement et du vieillissement.

La modélisation et la simulation de ces phénomenes est une tache difficile, car ils impliquent
des mécanismes multiples d’initiation, de maintien, et de compensation, intriqués a diffé-
rentes échelles de temps et d’espace. Le travail réalisé par Rhenovia Pharma et ses partenaires,
dans le cadre du programme RHENEPI, a permis de comprendre la dynamique des processus
générant I'hyperexcitabilité neuronale, et d'étudier en simulation 'impact des mécanismes
inhérents a plusieurs modeles expérimentaux d’épilepsie. Mon travail présenté ici a permis de
compléter la premiere preuve du concept de modélisation multi-échelles (de la synapse au
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neurone), par I'établissement d’'un modéle valide dans des conditions physiologiques. Grace a
cette plateforme, il a été possible de valider les hypotheses définissant I'impact du complexe
Homer-Shank sur la transmission synaptique, et de conceptualiser les effets mécanistiques
sous-jacents. Ce travail a également permis de démontrer la faisabilité de la conversion de
la plateforme physiologique vers des configurations de type pathologique, en modifiant les
caractéristiques a I’échelle moléculaire. En développant la configuration Low-Mg du modéle,
j’ai pu valider, par la simulation, I’effet pro- ou antiépileptique de différents composés. Cette
configuration s’est révélée capable de prédire les effets de certains MAE et de combinaisons
dans les conditions in vitro. De plus, j'ai pu tirer profit des résultats de caractérisation d'un
modele expérimental in vivo d’EMLT pour :

— étudier 'impact des dérégulations pathologiques qui ont été rapportées,

— évaluer I'impact de MAE dans ces conditions,

— mettre au jour certains phénomeénes non-intuitifs associés a '’hypothése du « GABA-

excitateur ».

D’autre part, le verrou technologique que représentait les limites de puissance de calcul au
début du projet a pu étre levé par I'utilisation d’outils optimisés et par la mise en ceuvre d'un
cluster de processeurs (cf. chapitre 2), qui ont permis d’atteindre les différents objectifs du
projet et de disposer d'un outil de recherche et d’étude performant, constitutif d'un atout
majeur pour Rhenovia Pharma.

Les simulations en configuration Low-Mg s’appuient sur un modele de niveau neuronal,
représentant les mécanismes cellulaires générant les PDS et reproduisant les effets de MAE
mesurés expérimentalement, servant de base au développement des autres configurations.
L'expérimentation sur tranches d’hippocampe induit une destruction partielle des connexions
des circuits neuronaux, ce qui justifie en partie I'utilisation d’'une configuration cellule-unique.
Il a en effet été montré que les tranches fraiches ne permettent pas d’observer certains types
d’activités oscillatoires, alors que les cultures neuronales et les tranches organotypiques le
permettent (Goutagny et al., 2009). En fonction de I'épaisseur de la tranche et du mode de
préparation, les microcircuits sont toutefois en partie préservés, et une perspective en ce sens
consiste a en effectuer la modélisation, afin d’étudier leur impact sur I’excitabilité de la PC
dans la configuration Low-Mg.

La configuration KA-MTLE comporte un niveau supplémentaire d’'intégration, par I’ajout de
modeles d’'IN et I'utilisation de stimuli plus proches de la physiologie. En plus des difficultés in-
hérentes aux techniques expérimentales d'induction de I'état de mal, de caractérisation in vivo
de la pathologie, et de mesure des effets des MAE, la recherche des mécanismes importants,
leur mise en équation et la constitution d'un modele réaliste restant simulable présentent
aussi des difficultés. La complexité d'un modele intégrant les mécanismes synaptiques et
subcellulaires impacte les temps de simulation : d’abord, la stabilisation des concentrations
ioniques s’établit sur plusieurs secondes, et le cotit de résolution de I'équation de diffusion de
chlore sur chaque segment de neurite est élevé. Ensuite, la modélisation des effets pharmaco-
logiques impose d’utiliser les modeles complets des synapses, des récepteurs et des canaux.
Enfin, I'état d’hyperexcitabilité induit un nombre élevé de décharges a haute fréquence des
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différents neurones, forcant ’algorithme de résolution a utiliser un petit pas de calcul, ce qui
crée finalement les conditions d’'un modele lourd au sens computationnel.

D’un point de vue biologique, ce modele fournit une image fine des conséquences d’'une
dérégulation de 'homeéostasie du chlore dans le neurone, et est un premier pas dans l'inté-
gration des effets subcellulaires et cellulaires au niveau d'un microcircuit. Pour autant, il est
appelé a plusieurs développements. En premier lieu, ce modele prend essentiellement en
compte la transmission synaptique GABAergique rapide régulant I'activité des PC. L'altération
de I’équilibre entre excitation et inhibition dans les pathologies telles que I'épilepsie semble
relever d'une mécanique complexe impliquant des GABAar extrasynaptiques, sensibles a de
faibles concentrations de GABA ambiant, et soutenant une inhibition tonique par effet de
shunt (i.e. une augmentation de la conductivité membranaire a méme d’atténuer les dépolari-
sations) (Fritschy, 2008; Egawa et Fukuda, 2013; Pandit et al., 2013). Les simulations de cette
étude mettent en évidence |'effet du muscimol et étayent cette importance suspectée de la
signalisation GABAergique extrasynaptique, mais les données présentes ne permettent pas
d’établir si la modification d’expression des GABAar affecte préférentiellement les récepteurs
synaptiques ou extrasynaptiques. Les voies d’amélioration du modele en ce sens consisteront
ainsi :
— adévelopper un modele de la diffusion volumique de GABA créant cette concentration
ambiante,
— aimplémenter des modeles spécifiques des différentes compositions en sous-unités
du GABA,r et leur distribution sur les différents neurites,
— aintégrer des GABAgr présents dans les compartiments pré- et postsynaptiques de
certaines connexions (cf. sous-section 1.7.3).
Les validations de tels modeles supposeront aussi le recueil de données expérimentales
supplémentaires, car les résultats disponibles a ce jour sont encore lacunaires.

Par ailleurs, le modele de microcircuit pourra étre complété. D’abord, la voie inhibitrice
transmise par les IN AAC, ciblant les SIA des PC joue nécessairement un role important
dans leur décharge : la contribution relative de cette voie devrait également étre évaluée.
Ensuite, le microcircuit modélisé intégre des instances uniques de chaque type d’'IN. Mises
a part les considérations de temps de calcul qui seraient obligatoirement augmentés par
I'intégration de populations d'IN interconnectés, il est notable que les premiers tests en ce
sens ont présenté des complexités intéressantes : les nombreuses connexions GABAergiques
récurrentes entre les IN, dans un contexte de « GABA-excitateur » et de surexpression des
récepteurs GABAergiques, semblent rapidement donner lieu a des blocs de dépolarisation,
c’est a dire a une extinction de leurs décharges par excés d’excitation. Un tel effet sur les IN a
été observé expérimentalement (Yi et al., 2015), et appelle a de plus amples développements.

De plus, la configuration pathologique est rendue particulierement difficile a établir au niveau
du réseau, car les hippocampes malades sont sujets a d'importantes modifications morpholo-
giques et fonctionnelles. D'une part, certains neurones présentent un bourgeonnement de
leurs projections axonales, et forment de nombreuses synapses, s’apparentant a une poussée
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neuronale effrénée. Ce bourgeonnement a des conséquences largement indéterminées, mais
pourrait donner lieu a des connexions récurrentes excitatrices favorables a la propagation
d’activités épileptiformes (Esclapez et al., 1999). Une étude de I'impact de ce bourgeonnement
et de la formation de connexions excitatrices récurrentes sur I’excitabilité du réseau pourra
étre menée in silico sur un modele de microcircuit. D’autre part, le développement d’'une
sclérose hippocampique (SH), souvent observée dans les modeles animaux et chez les patients
atteints d’EMLT, traduit une mort cellulaire particulierement forte dans les aires CA3 et CAl.
Ce phénomene, dont les liens de causalité avec I'épileptogeneése sont objets de controverses
(Malmgren et Thom, 2012), suggére que les cellules de ces aires sont les cibles principales de
processus cytotoxiques. De nombreux travaux attribuent une place centrale au GD dans ce
processus (cf. section 6.3), et une autre voie de développement consistera a mettre en ceuvre
une modélisation de cette structure. Pour autant, les modeéles et résultats présentés ici sont
génériques et généralisables, et on peut imaginer qu'ils représentent une situation précédant
et/ouinitiant la SH.

De maniere générale, la grande variété des cibles et des mécanismes d’action inhérents a
I'épilepsie, et visés par les MAE ouvre un large champ de théories et de stratégies thérapeu-
tiques. Du point de vue de la modélisation, de nouvelles implémentations et développements,
relevant de son évolution et de son exploitation, sont envisageables. Tout d’abord, certaines
cibles moléculaires, au plus bas niveau restent a exploiter et a approfondir.

i) Les mécanismes relatifs a la recapture et a la dégradation des neurotransmetteurs restent
en effet complexes a traiter, car les corrélations entre la dynamique de leurs variations
et les acteurs de leur cycle métabolique (cellules gliales, enzymes de dégradation, trans-
porteurs, etc.) sont difficiles a obtenir expérimentalement, en particulier dans le milieu
extracellulaire.

ii) La pharmacologie des VDCC dendritiques et des canaux potassiques voltage-dépendants,
nécessiterait un développement plus fin, afin de les implémenter en tant que cible de
certains MAE (lévétiracetam, lamotrigine).

iii) Les cibles présentes au niveau présynaptique sont aussi appelées a des raffinements,
considérant que I'extraction de leurs propriétés dynamiques et leur modélisation présente
des difficultés particulieres (effets probabilistes, nanodomaines de calcium, influence des
afférences cholinergiques, etc.).

Ensuite, dans la perspective de découverte de nouvelles cibles, et le repositionnement de
molécules applicables a I'épilepsie, on peut envisager de développer et d’intégrer des mé-
canismes tels que ceux de la signalisation cholinergique muscarinique, dont I'implication
dans I'intégration du signal pourrait aussi jouer un role sur I'excitabilité et la rythmicité des
oscillations neuronales.

Par ailleurs, les phénomeénes d’oscillations associés a I'épilepsie dépassent I’échelle du micro-
circuit, et 'implémentation de modeles d’oscillation a I'échelle des populations neuronales
apporterait des éléments complémentaires aux résultats du modele actuel. A ce titre, le dé-
veloppement d'un modéle capable de simuler les résonances a grande échelle des crises
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épileptiques est contraint a I'intégration de larges populations neuronales (Jefferys, 2010).
Des approches de modélisation nourrissant ces objectifs ont été proposées dans la littérature
(Traub et al., 1994; Wendling et al., 2002; Heilman et Quattrochi, 2004; Wendling, 2008; Vincent
etal, 2011; Wendling et al., 2012; Goodfellow et al., 2012; Ratnadurai-Giridharan et al., 2014)
(revues dans Case et Soltesz (2011); Soltesz et Staley (2011); Case et al. (2012); Wendling et al.
(2015)), mais rares sont celles proposant les détails subcellulaires et synaptiques intégrés
par notre approche. La caractérisation expérimentale des conditions pathologiques dans ce
programme a permis la modélisation de certains mécanismes et la compréhension d’effets
complexes permettant d’expliquer les phénomeénes liés a I'épilepsie, ainsi que de corroborer
numériquement I’hypothese du « GABA-excitateur ». En appliquant cette méthode de maniére
incrémentale et itérative, on pourra compléter les mécanismes des modeles, tester de nou-
velles hypotheéses, guider les procédures expérimentales, afin de raffiner la compréhension
des phénomenes épileptiques et d’apporter de nouvelles solutions aux patients.

Enfin, les mécanismes associés a des changement d’expression des CCC, induisant des modi-
fications de I’équilibre du chlore dans les cellules, et aboutissant a une inversion de I’action
GABAergique sont associés au développement neuronal périnatal. Durant la vie embryonnaire
et jusqu’aux premieres semaines postnatales, 'action GABAergique est excitatrice et permet la
construction des premieres architectures neuronales (cf. sous-section 1.7.3). La maturation
s’accompagne d’une inversion du rapport KCC2 : NKCC1 permettant la transition vers une
signalisation GABAergique inhibitrice. Des altérations de ces processus peuvent conduire a
des épilepsies infantiles, et ont été corrélées a I'occurrence des troubles du spectre autistique
(TSA) (Pizzarelli et Cherubini, 2011; Cellot et Cherubini, 2014; Tyzio et al., 2014). La découverte
récente de ces phénomenes dans le développement, et de comorbidités importantes entre
I’épilepsie et les TSA suggerent qu'’il existe un lien étroit entre 'hyperexcitabilité neuronale
et les pathologies du développement (Brooks-Kayal, 2010; Frye et al,, 2013). Par ailleurs, le
valproate est un médicament utilisé pour traiter ’épilepsie, mais est aussi un outil expéri-
mental d’'induction d’autisme chez les rongeurs : son utilisation en tant que MAE pendant la
grossesse est reconnue comme un facteur de risque de troubles neuro-développementaux
graves (Roullet et al., 2013; Ornoy et al., 2015), et est en cours de réévaluation par 'agence
nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (ANSM). Ainsi, les mécanismes
modélisés et mis en ceuvre dans le cadre de 'EMLT pourront étre exploités pour I’étude de
plusieurs autres situations, dont les pathologies du développement telles que les TSA.

Le travail présenté dans ce chapitre montre que la simulation permet d’explorer et de com-
prendre les mécanismes a I'’ceuvre dans des pathologies, et constitue un outil puissant pour la
recherche et le développement de nouveaux traitements pharmacologiques. La possibilité en
particulier de manipuler les parametres du modele pour tester des hypothéses de recherche et
évaluer les effets des mécanismes pathologiques et des molécules pharmacologiques permet
d’aborder leur complexité et d’envisager une véritable ingénierie des médicaments. Lintégra-
tion de multiples échelles de modélisation reste toutefois une nécessité pour appréhender la
complexité de ces systeémes, et 'application proposée dans le chapitre suivant constitue une
étape supplémentaire dans cette démarche.
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Modulation muscarinique de P'activité
neuronale hippocampique

Dans les chapitres précédents, différents modeles constitutifs de I’activité des neurones de
I'hippocampe ont été décrits. Limportance d'une modélisation fine des effets microscopiques
permettant d’intégrer les effets pharmacologiques a été démontrée dans deux applications. Le
besoin d’intégration, a I’échelle des circuits, des phénomenes régissant I'activité neuronale
a été souligné, dans le but d’accéder aux observables expérimentales et aux manifestations
cliniques des pathologies et de leurs traitements.

L'électroencéphalographie (EEG) révele I'existence d’oscillations a différentes fréquences, qui
témoignent de I'activité coordonnée de populations de neurones dans les structures corti-
cales et hippocampiques. Ces oscillations, qui sont sous l'influence modulatrice d’afférences
externes, notamment de noyaux subcorticaux, ont été corrélées a différents comportements
in vivo ainsi qu’a certaines pathologies. Comme évoqué dans le chapitre 1, I’acétylcholine
(ACh) module I'activité hippocampique : les récepteurs muscariniques (mAChr) jouent un
role prépondérant dans I'excitabilité des PC, ainsi que dans I’émergence d’oscillations amples
a basse fréquence (3-12 Hz), constituant le rythme appelé théta (). De nombreuses données
expérimentales et cliniques suggerent que ce rythme est associé a la mémoire et a la cognition.

Dans ce chapitre, nous aborderons la question de la modulation de I'activité hippocampique
par des composés agissant sur les voies cholinergiques, ayant pour cibles les récepteurs
muscariniques (mAChr) (composés muscariniques). Une premiere partie de I’étude a permis
de mettre en place les différents éléments de modélisation constitutifs des mécanismes
d’action des mAChr, sur I'excitabilité des PC et I'activité spontanée de tranches d’hippocampe.
La seconde partie a consisté a mettre en place un modele minimal, faisant intervenir les
circuits du septum médian (SM) et les projections de la voie septo-hippocampique (VSH),
afin de simuler les oscillations théta observées in vivo chez le rat anesthésié, et d’étudier
numériquement leur modulation par des composés muscariniques.

Cette application est I'objet des développements les plus récents de mon travail de these,
qui ont permis de mettre en ceuvre les modeéles et les techniques de simulation au niveau du
microcircuit de CA1 (sections 2.6 & 4.3), ainsi que les méthodes associées a la simulation des
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potentiels extracellulaires (sous-section 2.5.2). Ce travail est appelé a de nombreux développe-
ments, et constitue un pas vers la constitution d'un modeéle unifié d"hippocampe, propre a
la compréhension de son fonctionnement, et a la recherche de traitements des nombreuses
pathologies qui I'affectent.

7.1 Rythme théta et voie septohippocampique

Un objectif majeur des neurosciences computationnelles est de comprendre comment les
circuits neuronaux encodent, traitent, stockent et restituent I'information. Pour ’atteindre,
il faut identifier les liens entre I'activité des neurones pris individuellement et les comporte-
ments observés des réseaux qu'ils constituent (Cobb et Vida, 2010). En particulier, les données
expérimentales et cliniques indiquent que I'hippocampe joue un rdle central dans de nom-
breux mécanismes cognitifs et émotionnels (Kahana et al., 2001; Buzséki, 2002; Hajos et al.,
2004). Le fonctionnement du systéme hippocampique a été analysé aux niveaux subcellulaires,
cellulaires et des circuits dans le but de comprendre les liens entre 1'activité des neurones
et 'émergence de différents états fonctionnels et de certains comportements. Le caractere
oscillatoire de l'activité de la formation hippocampique et du systeme limbique en général
est reconnue comme fondamental a sa compréhension, mais les relations entre I'activité
neuronale unitaire et le traitement de I'information au niveau des réseaux sont encore peu
comprises.

Lactivité des réseaux résulte de décharges collectives de plusieurs neurones, et peut étre
étudiée expérimentalement en enregistrant les flux de courant se propageant dans le milieu
extracellulaire, générant des variations de potentiels visibles a 'EEG. A différents niveaux
d’enregistrement, et dans de nombreux modeéles expérimentaux et cliniques, ces observables
sont constituées de rythmes imbriqués, dont les fréquences, les phases et les amplitudes sont
caractéristiques de différents états fonctionnels, de différents comportements et de certaines
pathologies, et semblent convoyer I'information au travers des structures cérébrales (Buzséki,
2002). Les modes oscillatoires les mieux caractérisés dans I’hippocampe sont les rythmes théta
(8, 3-12 Hz) et gamma (y, 30-80 Hz), fonctionnellement trés liés, et tous deux générés dans
une grande variété de comportements et d’activités.

Le rythme gamma est constitué d’oscillations rapides de I'activité extracellulaire enregistrée
dans différentes zones du cerveau. Il témoigne de I'activation simultanée et breve de plu-
sieurs PC, et semble émerger de I’action inhibitrice des IN du microcircuit, en particulier
ceux pourvoyant I'inhibition périsomatique (Gloveli et al., 2010; Buzsaki et Wang, 2012). 11
est par exemple possible en simulation d’obtenir la synchronisation dans cette bande de
fréquence d'une population de BC interconnectées (Figure 4.9, Wang et Buzsaki (1996); Buhry
(2010); Kopell et al. (2010)). In vivo, 'amplitude des oscillations gamma est modulée par une
oscillation « porteuse » de plus basse fréquence : le rythme théta.

Le rythme théta est observé in vivo dans I'hippocampe du rat lorsqu’il est engagé dans des
activités d’exploration et des taches d’apprentissage (Buzsaki, 2006), ainsi que chez la plu-
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part des mammiferes y compris ’humain (Ekstrom et al., 2003, 2005). Le rythme théta est
indispensable aux processus d’apprentissage et de mémoire (O’Keefe et Nadel, 1978; Pavlides
et al., 1988; Buzsdaki, 1989; Huerta et Lisman, 1993; Klimesch, 1999). Il semble étre associé a la
LTP (Tsanov et Manahan-Vaughan, 2009), ainsi qu’a diverses pathologies comme la maladie
d’Alzheimer (Villette et al., 2010; Zou et al., 2011), I'épilepsie (Chauviere, 2010), ou la schi-
zophrénie (Lisman et Buzséki, 2008). Avec la découverte des cellules de lieu, qui créent des
cartes cognitives de ’espace (O’Keefe et Dostrovsky, 1971; O’Keefe, 1976; O’Keefe et Nadel,
1978; Ekstrom et al., 2003; Eichenbaum, 2010), I'identification de ces signatures oscillatoires
de l'activité hippocampique constitue les prémices de la compréhension du codage neuronal
de I'information. De nombreuses théories ont émergé sur ces bases (Lengyel et al., 2005) : le
phénomene dit de précession de phase dans le rythme théta, suggérant que I'encodage de
I'information pourrait se faire de maniere alternée avec sa restitution, selon les phases de
l'oscillation théta, y occupe une place centrale (O’Keefe et Recce, 1993; Hasselmo et al., 2002;
Hasselmo, 2005; Lisman, 2005; Manns et al., 2007; Lisman et Buzsaki, 2008; Hasselmo et Stern,
2014).

7.1.1 Leseptum comme générateur du rythme théta hippocampique

Le rythme théta hippocampique est la résultante de générateurs de courants agissant sur les
différentes dendrites des PC. D’une part, les projections du CE sur les dendrites du s.I-m, et
des CS sur les dendrites du s.r. forment des entrées excitatrices cohérentes a ce rythme (Kocsis
etal, 1999); d’autre part les projections inhibitrices périsomatiques génerent aussi des trains
d’ondes cohérents a la fréquence théta (Buzsaki, 2002). Ces activités cohérentes constituent les
dipoles générateurs des oscillations théta enregistrées dans 'hippocampe, dont I'amplitude et
la phase varient selon les couches (Figure 7.1A). Globalement, les structures parahippocam-
piques (subiculum, cortex périrhinal et entorhinal, amygdale) peuvent développer ce type
d’activité cohérente et entrainer I'hippocampe, mais ne sont pas des générateurs intrinseques.
Aussi, les différentes structures de I'hippocampe (CA3, CA1, GD), en particulier certains types
d’'IN (e.g. O-LM) semblent avoir une propension particuliere a synchroniser leurs activités et a
développer des résonances dans cette bande de fréquence sans pour autant que leur capacité
a générer ce type d’oscillations de maniére autonome et dans des conditions physiologiques
ne soit fermement établie (Hu et al., 2002; Buzsaki, 2006).

C’est en amont, dans les structures du complexe septum médian / diagonale de Broca
(SM/DB), que les générateurs primaires du rythme théta ont été identifiés, car il a été observé
que des 1ésions de cette aire I'abolissent dans la plupart de leurs cibles corticales (Petsche et al.,
1962). En particulier, les théories actuelles sur I'origine du rythme théta attribuent un role
central aux réseaux de neurones GABAergiques interconnectés de ce complexe, qui agiraient
comme des résonateurs et des générateurs de rythme (Stewart et Fox, 1989; Vertes et Kocsis,
1997; Buzséki, 2002; Vertes et al., 2004) (Figure 7.1B).

Le septum est un noyau situé en avant de 'hippocampe, auquel il est réciproquement connecté

167



Chapitre 7. Modulation muscarinique de 'activité neuronale hippocampique

par la fimbria et le fornix (Figure 7.2A). L'activité du septum est modulée par une connexion
bidirectionnelle cholinergique avec le noyau supramamillaire (SuM) et les noyaux hypotha-
lamiques. Ces voies ascendantes jouent des réles importants dans la genése des oscillations
hippocampiques (Risold et Swanson, 1997; Borhegyi et Freund, 1998; Leranth et al., 1999), en
particulier certains noyaux du tronc cérébral (e.g. nucleus pontis oralis (nPO)) dont la stimula-
tion électrique induit une oscillation théta ample dans '’hippocampe de ’animal anesthésié
(Vertes et Kocsis, 1997; Leranth et al,, 1999; Leung et Péloquin, 2010), relayée par le nucleus
incertus et le SuM (Nufiez et al., 2006; Teruel-Marti et al., 2008). Les parties latérales du septum
recoivent les projections hippocampiques, et ont été récemment associées a la modulation du
rythme théta hippocampique (Chee et al., 2015). Ses portions médiales (i.e. SM/DB) projettent
des fibres glutamatergiques, GABAergiques et cholinergiques vers différentes structures dis-
tantes dont 'hippocampe, formant la voie septo-hippocampique (VSH), déterminante dans
la genese du rythme théta hippocampique (Figure 7.2B). Alors que le role et les cibles des
projections glutamatergiques sont relativement peu éclaircis (Sotty et al, 2003; Huh et al.,
2010), il semble que les neurones GABAergiques aient des activités rythmiques propres a
générer et a moduler la fréquence propre du rythme théta (Wang, 2002; Sotty et al., 2003), et
que les neurones cholinergiques, dont I'activité est plus lente, exercent une modulation en

Figure 7.1 — Générateurs du rythme théta observé dans I’hippocampe A - Une multiélectrode linéaire
implantée dans I'axe CA1-GD permet d’enregistrer le profil des oscillations du potentiel extracellulaire
dans I'hippocampe d’un rat lors d'une activité d’exploration. Lamplitude et la phase du rythme théta
varient selon la couche enregistrée (du s.o. (0) au s.I-m (Im)), et certaines composantes présentent des
oscillations gamma imbriquées dans le rythme théta (éch. verticale : 1 mV). D’apres Bragin et al. (1995).
B - Modéle classique des générateurs de courant théta dans I’hippocampe, ot1 le SM/DB (MS-DBB)
est le générateur primaire, d’apres Buzsédki (2002). Les projections cholinergiques (c) transmettent
une dépolarisation tonique des PC et des IN (i) via des mAChr. Les projections GABAergiques (g)
hyperpolarisent les IN de maniere rythmique, et produisent des CPSI périsomatiques dans les PC a
l'origine des sources de courants dans le s.p. (rouge). Les CPSE générés par les projections du CE sont
responsables des oscillations observées dans les couches dendritiques distales (bleu, EC layer 3).
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amplitude de I'oscillation hippocampique (Vinogradova et al., 1993, 1998).

Limportance du tonus cholinergique est révélée par la possibilité d’'induire des oscillations
théta par infusion de carbachol (CCh) (un agoniste cholinergique non sélectif) dans des
tranches d’hippocampe, ou de manieére systémique dans I’hippocampe ou le septum in
vivo (Vandecasteele et al., 2014), ou au contraire de les bloquer de la méme maniére par un
antagoniste muscarinique (atropine, scopolamine) (Vinogradova et al., 1998). La composante
« atropine-résistante » du rythme théta hippocampique, observée principalement dans les
couches dendritiques distales et émanant des capacités oscillatoires du CE et de 'aire CA3,
reflete la prédisposition de ces structures a résonner et a entretenir partiellement ce type
d’oscillation : il semble toutefois que I'activation des projections cholinergiques de la VSH
soit un préalable nécessaire a I'induction du rythme théta dans les conditions physiologiques
(Buzsdki, 2002; Hentschke et al., 2007).

Pour autant, la transmission cholinergique n’a pas les propriétés suffisantes pour créer a elle
seule les sources de courants a |'origine du rythme théta : les fibres cholinergiques n'innervent
pas spécifiquement les strates dendritiques concernées (Kamondi et al., 1998; Ruivo et Mellor,
2013), et les cinétiques d’activation et de désactivation des mAChr (e.g. les M1r des PC) sont
trop lentes pour générer des courants a ces fréquences (Cole et Nicoll, 1983; Hasselmo et
Fehlau, 2001). Ainsi, les projections GABAergiques joueraient un réle prépondérant dans I'en-
trailnement effectif du rythme théta : il a en effet été observé que les neurones GABAergiques
du SM (SM-GABA) forment des synapses spécifiquement avec certains IN hippocampiques, en
particulier les IN responsables de 'inhibition périsomatique (Freund et Antal, 1988; Ruivo et

Lobes
frontaux

Cerveau
antérieur
basal

SM

Tronc cérébral

Figure 7.2 - Septum médian et voie septohippocampique. A - Situation anatomique du SM et de la VSH,
d’aprés White (2003a). B - Projections cholinergiques principales du cerveau, d’aprés Newman et al.
(2012). Les structures du cerveau antérieur basal : septum médian (MS), la bande diagonale de Broca
(DB) et nucleus basalis magnocellularis (mBM) innervent de maniere diffuse différentes structures
corticales et subcorticales. Les structures du tronc cérébral : noyau tegmental pédonculopontin (PPT)
et tegmentum pontique latérodorsal (LDT) projettent vers le thalamus et le cerveau antérieur basal.
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Mellor, 2013), et que des agonistes muscariniques appliqués dans le SM activent sélectivement
les SM-GABA (Wu et al.,, 2000). Des données obtenues sur le rat ont montré qu'une grande
proportion des cellules du SM/DB sont GABAergiques, et que la plupart d’entre elles s’activent
selon des profils rythmiques de décharge, par des trains de PA synchrones avec le rythme
théta hippocampique (Sotty et al., 2003; Simon et al., 2006). Ces populations de neurones
inhibiteurs ont ainsi les propriétés fonctionnelles adéquates pour produire une désinhibition
synchrone des PC, via les IN de I'hippocampe. Les projections réciproques de certains IN
hippocampiques vers le septum pourraient participer a la synchronisation de ces populations
(Denham et Borisyuk, 2000; Jinno, 2009; Hangya et al., 2009).

Il est maintenant largement accepté que les projections cholinergiques et GABAergiques de la
VSH jouent des roles conjoints dans 'induction du rythme théta, permettant I’orchestration
synchrone des activités des neurones de la formation hippocampique (Smythe et al., 1992;
Chrobak et al., 2000; Gillies et al., 2002; Buzsaki, 2002; Ruivo et Mellor, 2013; Long ef al., 2015).
Bien qu’un certain nombre de questions subsistent quant a sa fonction exacte, il semble qu'un
dysfonctionnement de ces structures du SM et de la VSH puisse altérer la formation de la
mémoire (Parent et Baxter, 2004; Villette et al., 2010; Zou et al., 2011).

7.2 Contexte et objectifs de I'étude

Le travail de modélisation de cette application s’est déroulé dans le cadre d'une collaboration
industrielle, dont I’objectif était d’étudier en simulation I'effet de composés cholinergiques
sur les comportements électrophysiologiques de 'hippocampe, observés expérimentalement
in vitro et in vivo. Plus particulierement, il s’agissait d’établir la faisabilité de telles études, en
démontrant la capacité des modeles a générer des observables simulées reproduisant les effets
enregistrés au niveau extracellulaire dans des configurations de type Micro-Electrodes Array
(MEA) in vitro sur tranches d’hippocampe d’une part, et les données d’électrophysiologie
enregistrées in vivo par des multiélectrodes implantées chez des rats anesthésiés d’autre part.
Ces données nous ont été fournies par notre partenaire, et la présentation des résultats de ce
chapitre obéit donc a des contraintes de confidentialité.

Dans la configuration in vitro, 'observable principale retenue est 'activité spontanée de dé-
charge des PC dite activité multi-unités (AMU), et mon travail s’est concentré sur la simulation
de ce type d’enregistrement, et sur la modulation de '’AMU par des composés muscariniques.
Dans la configuration in vivo, une stimulation électrique est appliquée aux noyaux de la
formation réticulée nPO, permettant de générer des oscillations théta amples, dont j’ai ensuite
étudié les mécanismes de genése et la modulation par des composés muscariniques.

La premiere partie du travail a mené a la construction des modeles de mAChr, en particulier le
MI1r (section 3.5), a son intégration dans le modéle de PC de CAl (section 4.1), et au développe-
ment des techniques de simulation du potentiel de champ local (PCL) (sous-section 2.5.2). Les
résultats expérimentaux obtenus avec trois composés nous ont été fournis afin de permettre
la construction et I'ajustement de ce modéle, et les parametres élémentaires concernant ’ac-

170



7.3. Modélisation et résultats

tivité pharmacologique de deux autres composés (mode d’action sur les mAChr, spécificité,
concentrations efficaces et efficacité) nous ont été indiqués afin que les simulations de leurs
effets sur I'activité spontanée des tranches dans les mémes conditions, soient effectuées en
aveugle.

La deuxieme partie visait a étendre le premier modéle vers la situation in vivo. Le travail a
consisté a construire le modele de microcircuit incluant la connectivité locale entre les PC et
les IN (section 4.3), puis a modéliser 'influence de la VSH afin de simuler les oscillations théta
induites par la stimulation du nPO. J’ai modifié la configuration d’enregistrement du modele
pour permettre de simuler les PCL enregistrés par une multiélectrode linéaire placée dans 1'axe
CA1-GD (Figures 7.1A et 7.5), et d’étudier la modulation, par des composés muscariniques, des
puissances des signaux PCL des différentes strates dendritiques, dans les bandes de fréquence
théta et gamma. Comme pour la configuration in vitro, les résultats de deux composés nous ont
été fournis pour permettre I'ajustement du modele, et les parametres élémentaires d’activité
pharmacologique de deux autres composés (incluant les données pharmacocinétiques) nous
ont été indiqués afin de simuler leurs effets en aveugle dans les mémes conditions.

7.3 Modélisation et résultats

7.3.1 Modulation muscarinique de I’excitabilité hippocampique in vitro

Pour reproduire les résultats d’électrophysiologie in vitro, 'implémentation des modeles
s’est basée sur une démarche de construction progressive, des mécanismes élémentaires
aux systemes plus intégrés. Comme évoqué dans la section 1.8, le M 1r joue un role central
dans la modulation de I'excitabilité des PC hippocampiques : le développement de ce modeéle
élémentaire et de sa voie de signalisation intégrant le cycle des PIs et I'inhibition du courant
Im (canaux Kv7.2/3) sont décrits en section 3.5.

Sur cette base, trois composés nous ont été proposés par notre partenaire pour configurer le
modele. Pour les raisons de confidentialité évoquées, nous utiliserons ici des dénominations
génériques :

— ACSM1 est un Agoniste Complet et Spécifique du Ml1r. Il active de maniére spécifique
les M1r, et induit I'activation des voies de signalisation.

— ACNSM est un Agoniste Complet Non Spécifique des mAChr. Il active les différents types
de mAChr avec des affinités différentes, et induit I’activation des voies de signalisation.
Son utilisation pour la modélisation permet d’évaluer les effets relatifs du M1r par
rapport aux autres sous-types.

— MAPM]1 est un Modulateur Allostérique Positif du M1r. 1l se lie au site allostérique
du M1r, n’'active pas de lui-méme les voies de signalisation, mais potentialise I'effet
d’autres agonistes, en augmentant I'affinité du récepteur pour les ligands extra- ou
intracellulaires (e.g. protéine-G). Deux tests nous ont été fournis : le premier permettant
d’établir la DR d’ACSM1 en présence d’'une concentration fixe de MAPM], et I'autre
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permettant d’établir la DR de MAPM1 en présence d'une concentration fixe d’ ACNSM.
Le développement de ligands des sites allostériques du M1r est une voie de recherche
intéressante : certaines de ces molécules ont montré des résultats prometteurs dans le
traitement de la schizophrénie et la maladie 1’Alzheimer, car ils bénéficient d'une plus
grande spécificité, limitant les effets secondaires (Marlo et al., 2009; Budzik et al., 2010).

Les effets élémentaires de ces composés sur le M1r sont modélisés en utilisant les parameétres
publiés et ceux fournis par notre partenaire. Ces parametres proviennent de systemes d’ana-
lyse in vitro permettant de mesurer I'affinité d'un ligand en compétition avec un ligand marqué
(« déplacement », e.g. Birdsall et al. (1978); Lazareno et Birdsall (1995)), de quantifier I’activa-
tion des protéines-G ou la libération de calcium dans des systemes d’expression spécifiques
(Ma et al.,, 2009; Odagaki et Toyoshima, 2012; Odagaki et al., 2013). En fonction du type d’expé-
rimentation disponible, les parametres de liaison du composé et d’activation des protéines-G
dans le modele, (kqp et kqgr, Figure 3.9) sont ajustés pour obtenir les concentrations efficaces
(ECsp) et les efficacités maximales (Epax), en choisissant les quantités simulées correspondant
aux observables expérimentales (e.g. G,-GTP-PLC, PIP2).

A partir du modele de l'interaction de M1r avec le cycle des PIs et de I'inhibition du courant
In (canaux Kv7.2/3, section 3.5), j’ai modélisé et simulé I'influence de ces molécules sur
I'excitabilité d'une PC. Lexemple du composé ACSM1 est proposé en Figure E1 : la validation
élémentaire est effectuée en appliquant des concentrations constantes du composé, et en
mesurant la densité de protéines-G activées (A, GaPLC) et I'inhibition du courant Iy; (A,
Inhibition courant-M). Laugmentation d’activité unitaire (activité simple-unité (ASU)) de la
PC est testée en appliquant des entrées synaptiques glutamatergiques permettant d'obtenir
I'activité spontanée observée en tranches (564 synapses sur les dendrites du s.r, activées a
des dates aléatoires a une fréquence moyenne de 1 Hz pendant 30 secondes), en mesurant les
PA générés et en calculant leur fréquence moyenne (Figure E1B, Fgy). On constate dans ces
différents tests que les concentrations efficaces et 'amplitude des effets sont trés dépendantes
de I'observable et du protocole, les EC5y étant modifiées de plus d'un ordre de grandeur.

Ensuite, une configuration permettant de reproduire les activités multi-unités (AMU) enre-
gistrées sur tranche d’hippocampe a été établie. Plusieurs instances de modéles de PC sont
réparties sur le plan (x, y), et alignées dans |’axe x selon leur soma (Figure 7.3A). Une grille
d’électrodes d’enregistrement virtuelles est apposée sur le plan (x, y), a 50 um du plan des
cellules (selon z), en utilisant la bibliotheque LFPy (sous-section 2.5.2), configurée selon les
données techniques des MEA utilisées dans I’expérience. Ainsi, les PCL d'une population de
PC, dans différentes strates dendritiques peuvent étre simulés, et ’AMU peut étre enregistrée
pour différentes concentrations de composés. En réalité, les expérimentateurs ont enregistré
uniquement les signaux des électrodes placées au niveau du s.p. : on observe effectivement
que c’est dans cette strate que les PA extracellulaires sont les plus amples (électrode et traces
de couleur cyan dans la Figure 7.3A). On effectue la détection des PA extracellulaires a partir
des signaux de ces électrodes, et on établit la DR de TAMU pour les différents composés
(Figure 7.3B). De plus, on effectue I'analyse fréquentielle de ces signaux en calculant leur

172



7.3. Modélisation et résultats
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Figure 7.3 — Modele de MEA et réponse extracellulaire simulée de ACSM1. A - Configuration du modele
reproduisant le dispositif expérimental de MEA, et extraits des PCL enregistrés par les différentes
électrodes (couleurs correspondantes) pour [ACSM1] =0 et 1 uM. B - DR de '’AMU pour ACSM1
obtenue par détection des PA extracellulaires. C - DSP des signaux enregistrés par I’électrode du s.p.
pour différentes concentrations d’ACSM1, calculées par la méthode de Welch (F. = 8 kHz; Ngpr = 214,
Nseg = 212) D,E - DR des puissances dans les bandes théta (3-12 Hz) et bas-gamma (30-60 Hz), obtenues

par intégration de la DSP.
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DSP par la méthode de Welch (Figure 7.3C), et en intégrant les puissances sur différentes
bandes de fréquence, en particulier celles correspondant aux rythmes théta (6, 3-12 Hz) et au
sous-ensemble bas-gamma (30-60 Hz).

On observe a nouveau que les DR sont dépendantes de I'observable : en particulier 'ECsg de
I’AMU (Figure 7.3B) est plus faible que I'EC5p de I’ASU (Figure E1B). On constate en outre que
les DSP ne révelent pas de pics significativement amples, mais que les puissances augmentent
graduellement a toutes les fréquences en fonction de la concentration d’ACSM1, avec une
amplitude plus élevée pour les fréquences supérieures a 20 Hz. Des résultats similaires ont
été obtenus pour les autres composés, et suggérent que cette configuration du modele ne
permet pas d’induire des oscillations théta, comme cela a été observé expérimentalement
pour des agonistes muscariniques non-spécifiques tels que ’ACNSM. Il semble en effet que
les PC de CALl seules, méme stimulées par I'activation des M1r ne sont pas capables de générer
ce type d’oscillation, et que I'intégration des IN inhibiteurs est nécessaire. En outre, comme
évoqué dans l'introduction, il semble que les récurrences excitatrices plus nombreuses dans
CA3 rendent cette aire plus apte a osciller a théta que CA1 dans les protocoles in vitro.

Cette partie de I’étude n’étant pas consacrée a I’étude des oscillations, la validation du modele
s’est concentrée sur les données d’AMU. Les ajustement principaux ont consisté a adapter les
stimuli glutamatergiques et le nombre de PC incluses au modele pour obtenir les fréquences
de décharges spontanées observées expérimentalement en I’absence de composé, ainsi que
I'amplitude de I'augmentation d’activité induite par ACSM1 (Figure 7.4A). Les simulations des
effets des autres composés ont reproduit de maniere directe et relativement fiable les résultats
expérimentaux, sans nécessiter d’ajustements majeurs, confirmant que le développement et
la validation incrémentale des différents éléments du modele permettait d’obtenir un niveau
de validité satisfaisant. En particulier, les résultats de simulation de I'effet de ' ACNSM sur
I’AMU suggerent que son mode d’action principal est bien lié au M1r, car en 'absence d’autres
mAChr dans le modéle, 'amplitude et 'ECsy de la DR sont proches des valeurs expérimen-
tales (Figure 7.4B). Aussi, la potentialisation de TACSM1 par le MAPM1 a été reproduite : le
décalage simulé de 'ECsy de sa DR de ’ACSM1 en présence de 1 uM de MAPM1 correspond
a l'expérimentation (Figure 7.4C), méme si le nombre de données expérimentales est faible
pour ce composé. Enfin, la DR de MAPM1 en présence de 110 nM d’ACNSM prend une forme
non-monotone, qui s’explique par une moins grande affinité de la protéine-G pour le ré-
cepteur dans les états modulés (états R*M dans la Figure 3.9), qui atténue 'effet a de fortes
concentrations de MAPM1. Cette tendance semble observée dans I'expérimentation, méme si
le nombre d’expériences est faible dans cette configuration (Figure 7.4D).

Conformément au plan de travail, deux autres composés ont été modélisés et simulés en
aveugle. Il s’agit d’APNSM, un agoniste partiel non-sélectif des mAChr, et ’AAPM1 un agoniste
allostérique partiel sélectif du M1r. Les modéles et simulations de ces composés ont été
effectués et livrés, mais il n'a pas été possible de les comparer aux résultats expérimentaux
(Figure E2). Nos partenaires nous ont notifié la conformité des résultats avec leurs données
expérimentales, et ont proposé de reporter leur étude a la configuration in vivo.
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Figure 7.4 — Simulation des AMU pour les composés ACSM1 (A), ACNSM (B) et MAPM1 (C&D). Les
courbes représentent les DR simulées (bleu), et les fonctions de Hill représentant les résultats expéri-
mentaux, obtenues par la méthode des moindres carrés (courbes noires). Les droites et bandes grisées
horizontales et verticales représentent les moyennes et s.e.m. des effets maximaux et des ECsq (resp.)
pour chaque composé; et les valeurs sont indiquées dans les zones de texte. D - Les points expérimen-
taux sont indiqués pour illustrer la tendance expérimentale apparente d'une moindre efficacité aux
concentrations élevées de MAPMI (triangles et tirets noirs).
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7.3.2 Modulation muscarinique du rythme théta généré in vivo

La deuxieme partie du travail visait a développer un modele capable de simuler certaines
caractéristiques de l'activité électrophysiologique observée in vivo chez le rat anesthésié. Le
premier objectif était de modéliser les conditions expérimentales permettant de produire des
oscillations théta dans I’aire CA1 de 'hippocampe, et le second était d’étudier la modulation
de ces oscillations par des composés muscariniques proposés par le partenaire.

Les expérimentations menées par notre partenaire consistent en 'anesthésie d'un rat Sprague-
Dawley adulte par injection d'uréthane, puis a 'implantation d’'une électrode intracérébrale
dans un référentiel stéréotaxique. L'électrode est implantée dans I'hippocampe dorsal selon
I'axe CA1-GD et permet d’enregistrer le PCL dans le s.l-m du CA1l. Pour certaines expériences,
I'électrode est de type linéaire a 16 poles, permettant I’enregistrement dans les différentes
strates (s.o., s.p., s.r. et s.I-m, Figure 7.1A). Une électrode de stimulation est aussi implantée
dans le noyau nPO du tronc cérébral : I'application de stimulations électriques a haute fré-
quence (250 Hz) dans ce noyau permet d’'induire des oscillations théta hippocampiques de
maniere reproductible. Des séquences de stimulations de 6 secondes sont appliquées toutes
les 100 secondes sur toute 1'expérience. Les PCL sont enregistrés en continu (pendant et
entre les séquences de stimulation) et permettent d’observer la modulation du signal par
les composés dans ces deux conditions. Les puissances dans les bandes théta (6, 3-12 Hz) et
gamma (y, 30-100 Hz) sont quantifiées par intégration de la transformée de Fourier rapide
(TFR). Les composés de test et le véhicule sont injectés par voie systémique en injection
sous-cutanée, juste apres la 9° séquence de stimulation afin de mesurer I’activité basale et
'effet du composé sur un méme animal. Par ailleurs, des échantillons de plasma sanguin sont
collectés a intervalles réguliers pendant |’expérience pour estimer leur pharmacocinétique, et
un échantillon de tissu cérébral est prélevé en fin d’expérience afin de mesurer I’exposition du
cerveau a ces molécules.

Bien que 'anesthésie empéche d’observer les liens entre 1'activité oscillatoire et le comporte-
ment, elle permet de constituer des mesures stables de I'activité d'un hippocampe intact, et
de tester I'effet de substances en limitant les perturbations et les biais (Cobb et Vida, 2010).
L'anesthésie permet d'immobiliser 'animal pour I'implantation d’électrodes intrahippocam-
piques, et ’organisation en couches de I'hippocampe permet de discriminer précisément
'origine des sources de courant. En effet, les projections excitatrices et inhibitrices des IN sont
ségrégées a certaines couches de I'arborisation dendritique des PC, et I'utilisation de multi-
électrodes linéaires permet de distinguer I'origine des sources de courants extracellulaires. De
plus, I'utilisation d’uréthane est reconnue pour inhiber la composante « atropine-résistante »
du rythme théta hippocampique, en particulier les générateurs de rythme situés dans le CE et
le CA3 (Kramis et al., 1975; Buzsaki, 2002), ce qui permet de simplifier en partie I’analyse des
résultats expérimentaux ainsi que la constitution du modele.

Les résultats de deux composés nous ont été fournis afin d’effectuer I'ajustement du mo-
dele. Pour les raisons de confidentialité évoquées, nous utiliserons ici des dénominations
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génériques :

— AChEFi est un inhibiteur réversible de I'acétylcholinestérase (AChE), utilisé dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer, et exercant son effet en limitant la dégradation
de '’ACh, augmentant ainsi sa concentration extracellulaire.

— MAPM1 est le modulateur allostérique positif du M1r utilisé pour les expériences in
vitro de la premiere partie.

Deux composés supplémentaires nous ont été proposés pour effectuer des tests en aveugle,
c’est a dire que les caractéristiques pharmacocinétiques et les parametres élémentaires de
leur activité pharmacologique (cibles, concentrations efficaces et efficacités maximales) nous
ont été fournis au moment du développement, et les résultats expérimentaux ne nous ont été
dévoilés qu’apres la production des résultats simulés :
— APNSM est un agoniste partiel non-sélectif des mAChr. Ses cibles sont, par ordre d’affi-
nité : M1r (ECsg = 14 nM, Epax = 88 %), récepteur M3 (M3r) (ECsg = 14 nM, Eppax = 100 %),
Md4r (ECs¢ = 199 nM, Epax = 55 %), M2r (ECsg = 430 nM, Eax = 30 %). Les affinités et les
efficacités rapportées ici sont issues de données fournies par le partenaire et de valeurs
publiées.
— AAPM1 est un agoniste allostérique partiel sélectif du M1r (ECso = 24 nM, Epax = 68 %).

Le premier objectif était de développer un modele capable de simuler 'apparition d’oscil-
lations théta suite a la stimulation du nPO. Comme développé dans I'introduction de ce
chapitre, ce type de rythme émerge des populations neuronales du SM/DB et des projections
cholinergiques et GABAergiques de la VSH. Un modele de cette interaction entre les SM-GABA
et les IN de I'hippocampe est proposé dans Hajds et al. (2004), et a servi de base pour le
développement (Figure 7.5). Le modéle de SM-GABA est issu de I'étude de Wang (2002), qui a
permis d’expliquer les mécanismes ioniques a I'origine de décharges synchrones au rythme
gamma, organisées en séquences au rythme théta, phénomene dit de « gamma embarqué
dans le théta », et observées expérimentalement dans ces cellules (Serafin et al., 1996). 11
s’agit en particulier d'un courant potassique a désactivation lente (Ixs), qui permet de stopper
temporairement les décharges, et de donner lieu a un tel comportement oscillatoire du poten-
tiel de membrane (Wang, 2002). La connectivité entre les neurones hippocampiques et avec
les SM-GABA est ainsi paramétrée selon les spécifications de Hajos et al. (2004) (Figure 7.5,
Figure 4.8).

Les oscillations simulées dans Hajos et al. (2004) résultent de l'interaction entre les popula-
tions O-LM et SM-GABA : la stimulation du tronc cérébral est modélisée par I'injection d'un
courant continu dans ces neurones, dont I'intensité est rendue aléatoire selon une distribu-
tion normale (Igl}LM =N (u=40; 0% =40) pA et I?I’l[jS'GABA =N (u==6; 02=0,6) pA dans notre
implémentation). Cette stimulation augmente l’activité des deux populations neuronales :
les projections récurrentes inhibitrices entre les SM-GABA induisent leur synchronisation
dans la bande gamma (selon le méme mécanisme que les BC, Figure 4.9), et les projections
inhibitrices réciproques avec les O-LM synchronisent les séquences dans la bande théta,
permettant de simuler effectivement ce phénomene de « gamma embarqué dans le théta »
(Figure E3A).

177



Chapitre 7. Modulation muscarinique de 'activité neuronale hippocampique

Dans ce modele, I'émergence du rythme théta est donc conditionnée a la stimulation conco-
mitante des SM-GABA et des O-LM (Figure E3C), qui représente alors l'effet de I'activation
des voies cholinergiques du systeme septohippocampique, justifiée par la présence de mAChr
sur les O-LM et les SM-GABA. Pour autant, cette hypothese peut étre questionnée car, expéri-
mentalement, la stimulation du nPO déclenche I'apparition du théta hippocampique dans
un délai tres bref (= 100 ms), peu compatible avec les constantes de temps d'une activation
muscarinique (= 1 min., Figure 3.13, (Hasselmo et Fehlau, 2001), Fig.2 de Vertes et Kocsis
(1997)). De plus :

— le théta septal obtenu par stimulation du tronc cérébral est largement atropine-résistant,

— l'abolition du théta hippocampique n’empéche pas les populations du SM de conserver

leur activité rythmique (Stewart et Fox, 1989),

— le théta septal est en avance de phase sur le théta hippocampique (Hangya et al., 2009),

indiquant que le SM dispose des populations neuronales suffisantes a la génération autonome

Figure 7.5 — Modéle du circuit septohippocampique. Gauche : représentation schématique des diffé-
rentes poulations neuronales du modeéle, des connexions entre elles, et des modeles de mAChr intégrés.
Les contours discontinus indiquent les éléments qui ne sont pas modélisés explicitement : la stimula-
tion du nPO est modélisée par l'injection de courant dans les SM-GABA, et les voies cholinergiques
sont modélisées par des concentrations constantes d’ACh. Droite : positionnement dans I’espace des
PC et des BC, selon une symétrie radiale d’axe y : les neurones sont disposés sur un cercle dans le plan
(x, ), au centre duquel est placé I'électrode d’enregistrement (insert : projection dans le plan (x, y) du
méme modele). Par soucis de clarté, seules 10 PC et 5 BC sont illustrées. Les marques rouges, bleues,
vertes et jaunes illustrent les positions des synapses des CS sur les PC, des BC sur les PC, des CS sur les
BC, et des BC sur les BC, respectivement.
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d’un rythme théta, du moins qu'une voie hippocamposeptale n’y est pas nécessaire. Enfin,
I'existence de sous-populations, a proportions équivalentes de SM-GABA rythmiques et non-
rythmiques, suggere qu'un systéme oscillant similaire a celui proposé par Hajos et al. (2004)
existe au sein méme du SM (Sotty et al, 2003; Simon et al., 2006). Le modéle a ainsi été modifié
selon cette hypothése, en désactivant les conductances Ixs sur la moitié de la population de
SM-GABA, et en n'injectant le courant dépolarisant que sur les SM-GABA. Ainsi modélisée,
la stimulation du nPO permet de créer un rythme théta intrinseque au septum, résultant de
I'interaction entre les SM-GABA rythmiques (SMGABA-R) et non-rythmiques (SMGABA-NR),
se propageant vers les IN hippocampiques par les projections GABAergiques de la VSH et
finalement aux PC par les microcircuits locaux (Figure 7.5, 7.6A).

De maniére importante, les neurones cholinergiques du SM/DB, les projections associées de la
VSH, et la diffusion volumique d’ACh dans I'hippocampe ne sont pas modélisés explicitement :
on utilise des concentrations constantes, dont les valeurs ont été ajustées pour reproduire les
modulations de puissance théta et gamma observées expérimentalement (10 nM et 100 nM
hors de, et pendant les séquences de stimulation du nPO, resp.).

Pour étudier les modulations induites par les différents composés a tester, une revue de la
littérature a tout d’abord permis de distribuer les différents sous-types de mAChr sur les neu-
rones du modele et de valider leurs effets. En synthése, M1r est exprimé dans ’hippocampe
sur les PC (section 3.5) et les IN (Nagode et al., 2011; Bell et al., 2013), M2r sur les terminaisons
axonales des fibres de la VSH (Rouse et Levey, 1996; Rouse et al., 1999, 2000) et des IN hip-
pocampiques (Behrends et ten Bruggencate, 1993; Héjos et al., 1998), M3r sur les SM-GABA
(Vilaré et al., 1992; Levey et al., 1995; Rouse et Levey, 1996; Alreja et al., 2000; Wu et al., 2003),
et MA4r sur les terminaisons axonales des collatérales de Schaffer (Levey et al., 1995; Dasari
et Gulledge, 2011) (Figure 7.5). Par hypothese, la structure du modéle de M1r et de son effet
sur les canaux Kv7 a été reprise pour M3r, et les actions présynaptiques des M2r et M4r ont
été modélisées par des fonctions de Hill diminuant la probabilité d’exocytose des vésicules
de NT. J'ai ensuite adapté les concentrations efficaces et les efficacités maximales de chaque
composé sur ces cibles a partir de résultats publiés pour des composés de référence (Jakubik
etal., 1997; Qian et Saggau, 1997; Wood et al., 1999; Jakubik et al., 2011).

Les modeles de neurones hippocampiques sont placés selon une symétrie axiale, au centre
de laquelle est placé le modele d’électrode linéaire permettant de simuler les PCL dans les
différentes strates dendritiques (Figure 7.5) et de calculer leur DSP (Figure 7.6B,C). Comme
certaines expérimentations mises en ceuvre ne comprenaient pas 1'utilisation d’'une multi-
électrode, mais d'une électrode simple placée dans le s.I-m, seul le canal 14 du modele a été
utilisé pour les analyses de la suite de I'étude (Figure 7.5). Le modéle est constitué de 20 PC, 50
BC, 50 O-LM, et 100 SM-GABA, et seuls les courants membranaires des PC sont intégrés au
calcul du PCL (cf. justification en section 4.3). La durée simulée est de 2 minutes, le composé
a tester est appliqué en début de simulation et les résultats sont analysés sur les 10 derniéres
secondes, afin d’obtenir I’état stable. Chaque synapse issue des CS est stimulée par des im-
pulsions de fréquence moyenne 1 Hz, réparties aléatoirement sur la durée de stimulation
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Figure 7.6 — Oscillations théta simulées par 'excitation des cellules GABAergiques du SM. A - Raster-
grammes des différentes populations neuronales du modele, ot1 la stimulation du nPO est appliquée
apres 5 s. B - PCL enregistrés par les différents canaux de I'électrode linéaire virtuelle, apres filtrage
passe-bande sur 2-15 Hz, permettant d’observer les oscillations théta. C - DSP des signaux des dif-
férents canaux (couleurs correspondant a B), sur les plages 0-5 s (Ctrl., gauche) et 5-10 s (Stim. nPO,
droite), calculées par la méthode de Welch (Fe = 8 kHz ; Ngpr = 214 ; Ngeg = 212).
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selon une distribution uniforme (; = % (0, tsi;)), ce qui permet d’obtenir une stimulation
excitatrice aléatoire. Plusieurs simulations sont effectuées pour chaque concentration de
composé, dans les conditions correspondant aux phases de stimulation du nPO et de repos
(conditions « stimulée » et « non-stimulée », resp.), en utilisant une valeur différente pour
I'initialisation des générateurs de nombres aléatoires (seed), ce qui donne lieu a des schémas
de connexion différents tout en respectant les spécifications de convergence/divergence des
connexions (Figure 4.8, suppléments de Hajos et al. (2004)), et a des séquences différentes des
stimuli excitateurs. Seuls les résultats de la condition « stimulée » sont présentés ici, mais les
résultats de la condition « non-stimulée » ont aussi servi de référence pour le paramétrage et
la validation du modele.

Le réglage du modeéle s’est appuyé sur la comparaison des résultats simulés avec les résultats
expérimentaux des composés AChEi et M1PAM (Figure 7.7). Pour tous les composés, les
concentrations appliquées dans le modele ont été calculées a partir des dosages effectués
sur les échantillons de plasma sanguin collectés au cours de I’expérimentation, et de tissus
d’hippocampe prélevés en fin d’expérience. Le ratio entre la concentration cérébrale et la
concentration sanguine finales a permis d’estimer la concentration moyenne de composé
présente pendant 'expérimentation et de 'appliquer au modele. La variation de puissance
expérimentale est établie comme le rapport de la puissance enregistrée dans les bandes théta
(0, 3-12 Hz), gamma (y, 30-100 Hz) et haute-fréquence (HE 100-200 Hz), pendant les séquences
de stimulation suivant I'injection du composé et la puissance enregistrée lors des séquences
de stimulation précédant I'injection. La moyennes et s.e.m. de chaque bande sont calculées
pour les différents rats. Une approche similaire est adoptée pour les résultats de simulation,
ol pour chaque seed, une simulation est effectuée sans application de composé (CTRL) et
une autre avec la concentration a tester du composé. Bien que la puissance statistique des
échantillons soit faible (cf. Halsey et al. (2015)), la différence entre les résultats expérimentaux
et simulés est évaluée par un test t de Welch (fonction scipy.stats.ttest_ind 1) etles
écarts significatifs (p < 0,05) entre les échantillons expérimentaux et simulés sont marqués
dans les Figures 7.7, 7.8, 7.9 et 7.10.

Pour la validation du modele, I'intensité moyenne des courants appliqués aux SM-GABA a été
ajustée pour obtenir une puissance théta maximale a 6 Hz, et les concentrations d’ACh ont été
ajustées pour que la modulation des puissances théta et gamma par 'AChEi soient nulles en
condition « non-stimulée » (non présenté), et égale en moyenne aux résultats expérimentaux
en condition « stimulée » (= 50 %, Figure 7.7A). Les résultats expérimentaux pour M1PAM
auraient di permettre d’affiner I'ajustement du modele en isolant les effets spécifiques au
M1r de ceux des autres mAChr, mais le faible nombre de rats testés associé a une pharmaco-
cinétique peu favorable (i.e. les concentrations effectives dans le cerveau sont faibles) n'ont
pas permis d’obtenir des résultats expérimentaux reproductibles (Figure 7.7B). Lajustement
du modele s’est donc limité a la comparaison des effets du seul composé AChEi, non sélectif,
laissant place a une certaine incertitude quant aux influences relatives des différents mAChr.

1. http://docs.scipy.org/doc/scipy-0.15.1/reference/generated/scipy.stats.ttest_ind.html

181


http://docs.scipy.org/doc/scipy-0.15.1/reference/generated/scipy.stats.ttest_ind.html

Chapitre 7. Modulation muscarinique de 'activité neuronale hippocampique

Pour autant, les simulations des effets des composés a tester en aveugle AAPM1 et APNSM ont
été effectuées conformément au plan de travail initial, c’est a dire sans avoir connaissance des
résultats expérimentaux avant la livraison des résultats simulés. Apres réception des résultats
expérimentaux, la comparaison a révélé que le modeéle a bien permis de prédire les effets
du composé AAPM1, pour les trois bandes de fréquence considérées, avec des variations de
puissances comparables aux effets expérimentaux (Figure 7.8A, 2 écarts significatifs sur 6
comparaisons). De plus, 'absence d’effet-dose pour les deux correspondances testées (50 nM
pour 3,2 mg/kg et 60 nM pour 10 mg/kg) a été confirmée par I'expérience. En revanche, un
écart significatif a été relevé pour APNSM. Les expériences révelent que ce composé augmente
la puissance théta sans affecter significativement les puissances gamma et HE aux deux doses
testées, alors que le modeéle prévoyait une augmentation significativement supérieure de
toutes les puissances (Figure 7.8B). Comme anticipé, les amplitudes relatives des effets des
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Figure 7.7 - Modulation des caractéristiques fréquentielles du PCL par les composés AChFi (A) et
M1PAM (B). Les DSP issues de différentes simulations sont présentées a gauche, pour les conditions
CTRL et les concentrations de composé testées (méthode de Welch ; Fe = 8 kHz; Nppr = 214 ; Ngeg = 212).
Les histogrammes a droite représentent les variations de puissance moyennes dans les bandes théta,
gamma et HF (AP, moy. + s.e.m.) expérimentales (hachures) et simulées (AChFi : Nexp = 5, Nsim = 11;
MI1PAM : Nexp = 2, Nsim = 5 pour les deux concentrations testées; * : p < 0,05 au test t de Welch).
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différents mAChr sont difficiles a établir par I'utilisation d'un unique composé non-sélectif
AChEi pour la validation.

L'analyse de cette divergence a révélé une tendance du modele a surestimer les effets induits
par M1r et M3r, et a minimiser les effets des M2r et M4r, suggérant une révision des parametres
de la modulation présynaptique des M2r et M4r (Figure 7.5). Le modele de leur action est basé
sur des études établissant la modulation dose-dépendante par le CCh de la concentration de
calcium présynaptique ([Ca]pre) dans les synapses CS-PC dans CA1 (Qian et Saggau (1997),
Figure E4A). Par hypothése, I'observable [Ca]pye a €té prise comme référence pour moduler
directement la probabilité de la transmission synaptique P; dans les modeles, en ajustant les
parametres (Epax, ECs0, ng) a partir des données spécifiques des composés a tester pour M2r
et M4r. Cette hypothése rend effectivement minime I'efficacité de I'inhibition présynaptique
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Figure 7.8 — Modulation des caractéristiques fréquentielles du PCL par les composés de test en aveugle
AAPM1 (A) et APNSM (B). Les DSP issues de différentes simulations sont présentées a gauche, pour les
conditions CTRL et les concentrations de composé testées (méthode de Welch ; Fe = 8 kHz, Ngpr = 214;
Ngeg = 2!2). Les histogrammes a droite représentent les variations de puissance moyennes dans les
bandes théta, gamma et HF (AP, moy. + s.e.m.) expérimentales (hachures) et simulées (AAPM1@3.2mpk :
Nexp = 4, AAPM1@10mpk : Nexp = 2, AAPM1@50 & 60 nM : Nsim = 5; APNSM@1mpk : Nexp = 5,
APNSM@10mpk : Nexp = 6, AAPM1@100 & 400 nM : Nsim =5; *: p < 0,05 au test t de Welch).
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des M2r et M4r, avec des diminutions maximales de P, inférieures a 10 %. Nous avons révisé
cette hypothese, en utilisant I'observable fepsp de cette méme étude (amplitude des PPSE
extracellulaires enregistrés dans le s.r. de CAl) comme référence pour la fonction de Hill
modulant P;. La modulation est plus ample sur cette observable : cette différence témoigne de
la non-linéarité des mécanismes de la transduction synaptique, et indique que le parameétre
P; est plus proche de I'observable postsynaptique (Figure E4).

La révision du modele a effectivement permis de diminuer I'amplification simulée de la
puissance théta par APNSM, la rendant plus compatible avec les résultats expérimentaux
(Figure 7.9B) et réduisant le nombre de différences significatives. De plus, les réponses simu-
lées mettent en évidence un effet concentration-dépendant intéressant, ou 'amplification
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Figure 7.9 — Modulation des caractéristiques fréquentielles du PCL par les composés de test en aveugle
AAPM1 (A) et APNSM (B) apres révision du modele. Les DSP issues de différentes simulations sont
présentées a gauche, pour les conditions CTRL et les concentrations de composé testées (méthode
de Welch; F. =8 kHz; Nppr = 214; Nseg = 212) Les histogrammes a droite représentent les variations de
puissance moyennes dans les bandes théta, gamma et HF (AP, moy. + s.e.m.) expérimentales (hachures)
et simulées (AAPM1@3.2mpk : Nexp = 4, AAPM1@10mpk : Nexp = 2, AAPM1@50 & 60 nM : Nsim = 10;
APNSM@1mpk : Nexp = 5, APNSM@10mpk : Nexp = 6, AAPM1@100 & 400 nM : Nsim = 10; *: p < 0,05
au test t de Welch).
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des puissances dans les trois bandes de fréquences est plus importante pour 100 nM que
pour 400 nM. Le protocole expérimental ne permet pas de mettre clairement en évidence
un tel effet car les concentrations effectives dans ’hippocampe ne sont pas pas précisément
maitrisées ni connues. La simulation suggere néanmoins ici que I'absence d’effet significatif
sur les bandes gamma et HF observée expérimentalement résulte d'une compétition entre un
effet amplificateur et un effet inhibiteur aux faibles et fortes concentrations d’APNSM, respec-
tivement. Pour autant, cette étude révele une certaine complexité des effets de modulateurs
muscariniques non spécifiques (et par extension des AChEi), o1 la composante inhibitrice
présynaptique inclut des parametres sensibles sur lesquels une validation affinée est a prévoir.
Les simulations pour les trois autres composés ont été effectuées sur le modele révisé, car ces
modifications influencent aussi I’action de I’ACh endogéne. Ces derniers résultats montrent
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Figure 7.10 - Modulation des caractéristiques fréquentielles du PCL par les composés AChFi (A) et
MI1PAM (B) apres révision du modele. Les DSP issues de différentes simulations sont présentées a
gauche, pour les conditions CTRL et les concentrations de composé testées (méthode de Welch;
Fe = 8 kHz; Nppy = 2! ; Ngeg = 21%). Les histogrammes a droite représentent les variations de puissance
moyennes dans les bandes théta, gamma et HF (AP, moy. + s.e.m.) expérimentales (hachures) et
simulées (AChEi : Nexp = 5, Nsim = 11; M1PAM : Nexp = 2, Nsim = 10 pour les deux concentrations
testées; * : p < 0,05 au test t de Welch).
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une influence négligeable de la révision sur les effets simulés des composés spécifiques au
M1r (Figure 7.9A, Figure 7.10B), et une diminution des amplifications induites par AChFEi
n'augmentant pas le nombre différences significatives par rapport aux résultats du modele
initial (Figure 7.10B). Cet écart suggere toutefois qu'un nouveau cycle de réglage/validation
serait nécessaire pour améliorer la validité de ce modeéle, et devra étre pris en compte pour de
futures études.

7.4 Discussion et perspectives de I'étude

Lapplication développée dans ce programme collaboratif a permis de démontrer la perti-
nence de 'approche pour construire des modeles permettant de reproduire des résultats
expérimentaux témoignant d’effets complexes, et d’établir la faisabilité de telles études. Ces
travaux ont donné lieu a des interactions et des échanges intéressants et constructifs entre
les partenaires. Rhenovia Pharma a pu bénéficier de I'expertise du partenaire pour améliorer
la pertinence de ses services destinés a des clients industriels d'une part, et les résultats et
analyses produits par les modeles ont permis d’affiner la compréhension des mécanismes de
la modulation cholinergique, propres au développement de nouvelles molécules spécifiques.
Sur la base de deux modeéles complémentaires, il a été possible de reproduire la modulation
concentration-dépendante de 'activité spontanée de tranches d’hippocampe par des compo-
sés cholinergiques, ainsi que la modulation des caractéristiques fréquentielles des rythmes
oscillatoires enregistrés in vivo sur des rats anesthésiés. Le travail de modélisation mis en
ceuvre dans ce programme a inclus le développement des techniques permettant la simulation
du potentiel de champ local (PCL), I'application des techniques de simulation en paralléle de
P'activité de populations neuronales, et I'investigation d’effets pharmacologiques aux méca-
nismes complexes s’établissant sur différentes échelles allant des récepteurs aux réseaux. Les
simulations ont permis de reproduire la plupart des effets observés expérimentalement dans
les deux configurations, et la capacité prédictive de ces modeles a pu étre démontrée par le
test en aveugle de plusieurs composés.

La configuration in vitro a permis de mesurer la modulation de I'activité spontanée de tranches
d’hippocampe par un agoniste sélectif du M1r (ACSM1), un agoniste non spécifique des mAChr
(ACNSM), et un modulateur allostérique positif spécifique du M1r (MAPM1). Le modéle
de cette configuration représente principalement une assemblée de PC de CAl incluant
le modéle de M1r, ainsi que le dispositif d’enregistrement MEA, et permet de simuler la
modulation de 'AMU par les composés étudiés. Les résultats montrent que ce modele est
suffisant pour simuler 'augmentation d’activité induite par les trois composés testés. En
particulier, les résultats pour les composés spécifiques au M1r indiquent que la méthode de
développement et de validation incrémentale des mécanismes élémentaires permet d’accéder
avec un bon niveau de confiance a des effets de plus haut niveau d’intégration. De plus,
I'amplitude de I'effet induit par le composé non sélectif ACNSM confirme que le M1r est un
vecteur principal de la modulation cholinergique dans 'hippocampe. Bien que I'’hypothése
d’un effet principalement basé sur M1r semble étre valide dans cette configuration, il est

186



7.4. Discussion et perspectives de I'étude

possible cependant que ce modeéle ne soit pas suffisant pour identifier les phénomenes
plus complexes induits par la compétition des effets des différents mAChr sur différentes
populations neuronales de I'hippocampe. Par exemple, les résultats de la configuration in
vivo ont montré que des agonistes muscariniques non spécifiques exercent une inhibition
significative de la transmission glutamatergique entre les CS et les PC de CA1. Il est aussi bien
établi que le CCh, un agoniste muscarinique non spécifique est capable d’'induire différentes
oscillations cohérentes dans des tranches d’hippocampe, dont le rythme théta (Fellous et
Sejnowski, 2000). L'étude computationnelle de tels effets a été proposée dans la littérature
(Tiesinga et al., 2001; Fellous et al., 2001) : elle intégre principalement les effets du CCh via M1r,
et montre notamment que le rythme théta observé dans ces conditions nait dans CA3 des
connexions récurrentes entre les PC, et que les populations d’'IN jouent un role prépondérant
dans la synchronisation de l'activité des PC aux rythmes théta et gamma. L'extension du
modele pour I'étude de ces effets est possible, et nécessitera le développement d'un modele
de l'aire CA3, intégrant les populations d’IN ainsi que les récurrences excitatrices entre les
PC. A cette étape du projet, une telle extension du modele a été proposée, mais il s’est avéré
préférable de poursuivre le travail sur le modele de la configuration in vivo.

Le modele de la configuration in vivo a introduit un certain nombre de complexités supplé-
mentaires, nécessaires pour la simulation du rythme théta. Il a fallu dans un premier temps
identifier les mécanismes les plus probables permettant de relier la stimulation du tronc
cérébral (nPO) al’émergence de cette activité, et déterminer un modele suffisant pour étudier
la modulation pharmacologique des caractéristiques fréquentielles des PCL enregistrés in
vivo chez le rat anesthésié. A ce titre, les techniques de simulation du PCL mises en ceuvre
pour la configuration in vitro ont pu étre réinvesties et adaptées a ce nouveau modele. Les
populations neuronales du SM/DB et les projections de la VSH, GABAergiques en particulier,
ont été identifiées comme fondamentales a 'émergence du rythme théta hippocampique
dans ces conditions : le modele développé a permis d’en modéliser les mécanismes et d’en
simuler les effets. Afin de respecter la cohérence avec les données expérimentales fournies et
publiées, il a notamment été nécessaire de modifier un modele de référence, et d’apporter plus
de détails a la modélisation des populations de neurones GABAergiques du SM (SM-GABA), en
discriminant des sous-populations d’activités rythmique et non-rythmique. Par ce travail, il a
été possible de simuler les interactions intrinseques au SM permettant d’expliquer le caractére
autonome de cette structure dans la genése et '’entrainement du rythme théta hippocam-
pique. En outre, alors que les effets proexcitateurs des composés testés dans la configuration
in vitro semblaient principalement liés a I’action de M1r, il est apparu important d’identifier
les différents sous-types de mAChr susceptibles d’exercer une action modulatrice sur I'activité
hippocampique in vivo, et d’en développer les modeles pour effectuer les études pharma-
cologiques. Dans la mesure ou certains des composés a tester sont non spécifiques (AChE;,
APNSM), les modeles des actions des M1,2,3,4r ont été intégrés aux modéles de neurones et de
synapses du SM et de 'hippocampe. Les données expérimentales pour deux composés (AChEi
et M1PAM) ont permis d’ajuster le modele, mais le caractere non spécifique du composé
AChE], et le nombre limité de résultats expérimentaux pour M1PAM ont quelque peu limité
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la précision du paramétrage, en particulier pour les modeles des effets présynaptiques liés a
M2r et M4r. Le test en aveugle des composés AAPM1 et APNSM a permis de révéler une bonne
prédictivité du modele pour les composés spécifiques a M1r, mais aussi de remettre en cause
une hypothese de paramétrage du modele de I'action de M2r et M4r : une révision du modele
a alors permis de produire des résultats simulés proches des données expérimentales pour
APNSM, sans dégrader ceux des autres composés. Cet aléa permet de confirmer la nécessité
d’effectuer des validations diverses permettant d’appréhender les différentes facettes des
mécanismes modélisés, en particulier lorsque les phénomeénes a I’étude font intervenir des
compétitions d’effets, comme c’est le cas dans notre étude avec les composés cholinergiques
non spécifiques. Pour conclure sur ce point, il faut souligner I'apport de la modélisation
pour la compréhension des interactions entre des mécanismes complexes, qui méme lorsque
les simulations échouent a reproduire un résultat expérimental donné, permet d’affiner les
connaissances acquises et de tester de nouvelles hypotheses.

Globalement, les résultats expérimentaux et simulés concordent pour suggérer que si le tonus
cholinergique exerce un role modulateur probablement important au bon fonctionnement
de ce systéme, il n’est pas le support essentiel de la formation du rythme théta, qui semble
reposer en premier lieu sur les interactions GABAergiques au sein du SM et entre le SM et les
IN hippocampiques. Leffet concentration-dépendant du composé APNSM donne I'occasion
de jeter un regard nouveau sur la relation entre les effets modulateurs pré- et postsynaptiques
des composés muscariniques.

De maniere générale, les influences relatives des différents sous-types exprimés sur les po-
pulations neuronales de ce systéme pourront étre étudiées en simulation. Par ailleurs, une
modélisation affinée des populations de neurones cholinergiques du SM/DB, des projections
associées de la VSH, ainsi que de la diffusion volumique d’ACh dans 'hippocampe pourra étre
envisagée. Le modele pourra aussi étre étendu a I'étude du rythme théta hippocampique chez
I'animal éveillé, ou entrent en jeu d’autres relais/générateurs comme |’aire CA3 ou le CE. Un tel
travail permettra de reconstruire progressivement les principales populations et interactions
neuronales a I’ceuvre dans le circuit polysynaptique hippocampique, d’autant qu'un certain
nombre de modeles élémentaires et de neurones déja développés pourront étre appliqués
a ces autres sous-structures. En revanche, la complexité calculatoire des modeles résultants
impliquera stirement d’avoir recours a des stratégies de réduction de modéles : des « ponts »
méthodologiques devront étre construits entre des modeles fins et les modeéles fonctionnels
plus grossiers afin d’accéder a un modele plus large du fonctionnement de ’hippocampe. Par
exemple, les chaines d’états et d'interactions reliant I’activation du M1r a I'inhibition du Kv7
pourront étre réduites a un jeu d’équations de modulation du courant Iy au niveau du modele
global, dans la mesure ou I'effet du composé aura été qualifié sur le modele fin. De méme, il
pourra étre nécessaire de déterminer les composantes électrophysiologiques essentielles des
différents neurones afin d’en extraire des modéles aux caractéristiques morphologiques (i.e.
nombre de dendrites) simplifiées (cf. discussion de la section 4.3).

Enfin, un travail d’intégration devra étre entrepris, en poursuivant I’objectif de la constitution
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d’'un modele unifié d’hippocampe : les modeles des mécanismes biochimiques de la plasticité
synaptique, dont certains sont déja réalisés, pourront étre incorporés a un modele du circuit
trisynaptique, afin d’étre en mesure d’étudier 'impact de la modulation cholinergique, de ses
dérégulations pathologiques, et de I'effet de médicaments, sur les mécanismes oscillatoires de
ces sous-structures et sur leurs liens avec la formation de la mémoire.

Pris dans leur ensemble, les trois chapitres de cette partie montrent les progres effectués au
cours de ma these et mettent en évidence le potentiel de ces techniques pour I'étude de phé-
nomenes complexes et pour des applications pharmacologiques multiples. La construction
progressive de modeles multi-échelles allant de la molécule aux microréseaux, permet d’étu-
dier numériquement de nombreux phénomenes physiologiques et pathologiques tels que
la plasticité synaptique, '’hyperexcitabilité neuronale ou les rythmes oscillatoires de réseaux
de neurones. Ces modeles constituent, pour Rhenovia Pharma et ses clients, un ensemble
de plateformes numériques permettant la compréhension et la recherche de traitements
innovants des pathologies associées a la mémoire, a I'épilepsie, ainsi qu’'aux « oscillopathies ».
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Synthese

Cette these financée par Rhenovia Pharma, et réalisée dans le cadre de ses activités de re-
cherche et développement, avait pour but d’étendre les techniques de modélisation et de
simulation, d’enrichir la base de modeles disponibles, et d’appliquer ces développements
dans le cadre des projets menés par I'entreprise. Globalement, ces travaux répondent a un
soucis de compréhension et d’agrégation des phénomeénes identifiés comme importants dans
le fonctionnement et les altérations de I'hippocampe. Lapproche de Rhenovia Pharma adopte
une logique de construction qui permet de modéliser les différents mécanismes, et d’aboutir a
des simulations reproduisant qualitativement et quantitativement I'évolution des différentes
grandeurs caractéristiques du traitement du signal neuronal, a partir de données positives
issues de la neurobiologie. L'objectif est de constituer une bibliotheque de modeles de dif-
férents mécanismes impliqués dans les fonctions des systémes neuronausx, et de concevoir
des plateformes de simulation permettant d’étudier numériquement les effets de composés
pharmacologiques. Les difficultés principales de ce travail résultent de la complexité des
systemes et des phénomenes étudiés, dont les mécanismes s’inscrivent dans une large plage
d’échelles de temps et d’espace, ainsi que des problématiques inhérentes aux études expéri-
mentales en biologie, ol1 les grandeurs mesurées sont a la fois dépendantes des techniques et
des protocoles utilisés, et sujettes a d'importantes variations entre les individus.

La premiére partie de ce manuscrit est dédiée a la présentation des bases neurobiologiques
et a la description des mécanismes constitutifs du systéme que I'on cherche a comprendre :
I'hippocampe. Cette structure est impliquée dans les processus de formation de la mémoire,
et 'altération de son fonctionnement est présumée centrale dans de nombreuses pathologies
induisant un déficit cognitif, a toutes les périodes de la vie, telles que les troubles du spectre
autistique (TSA), I'épilepsie ou la maladie d’Alzheimer. Son haut degré d’organisation et les
connaissances accumulées sur son fonctionnement en font un sujet d’étude particulierement
intéressant dans le cadre de projets de modélisation et de simulation.

Lextraction et la synthéese des données fournies par les neurosciences expérimentales sont
un préalable indispensable a l1a démarche de reconstruction adoptée dans ces travaux de
modélisation. Cette démarche, et I'objectif que nous poursuivons, nous amene a porter
une attention particuliére aux caractéristiques fonctionnelles des neurones, a leurs inter-
connexions, ainsi qu'aux mécanismes synaptiques et subcellulaires intervenant dans I'in-
tégration et la modulation des signaux neuronaux.

La deuxiéme partie aborde les méthodes et outils mis en ceuvre, et présente les modeéles, a
différentes échelles, qui ont été utiles aux projets.

Le chapitre 2 résume l'approche générale, la logique de constitution des modéles, les mé-
thodes numériques de simulation utilisées, ainsi que les outils permettant de les implémenter :
le formalisme de Hodgkin et Huxley (HH), les modeles cinétiques ou Kinetic Models (KM) et les
algorithmes de résolution des systemes d’équations y sont décrits, puis les environnements
de modélisation et de simulation utilisés dans nos études sont présentés. Les contributions
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techniques principales associées a mon travail de thése concernent la participation aux spé-
cifications et aux tests des plateformes RHENOMS de modélisation, I'utilisation du logiciel
NEURON, en particulier de ses fonctionnalités de parallélisation des simulations, ainsi que
la mise en place d'une structure de code permettant de faciliter le développement de mo-
deéles multi-échelles, en tirant parti des langages orientés-objet utilisés, des technologies de
simulation en parallele, et des fonctions de calcul scientifique associées au langage Python.
Compte-tenu de la complexité des systemes étudiés, et de I'objectif d'intégration des échelles
allant du récepteur au microcircuit, ce travail sur les méthodes et les outils est essentiel a la
réussite des projets applicatifs. Mon travail sur ce point s'inscrit dans une démarche globale de
I'entreprise, dont I'équipe travaille depuis des années a I'optimisation des méthodes (Greget
etal., 2011; Sarmis, 2013; Bedez et al., 2015; Sarmis et al., 2015).

Le chapitre 3 détaille les éléments constituant les modeles de synapses glutamatergiques et
GABAergiques, qui sont les composantes excitatrices et inhibitrices principales de la trans-
mission synaptique dans ’hippocampe. Une présentation plus complete des modeles de
NMDAr et de M1r permet de comprendre les processus de développement et de validation
de modeles cinétiques complexes a I'échelle des récepteurs, en intégrant différents méca-
nismes de 'action de composés pharmacologiques. Le NMDAr joue un réle important dans la
transmission glutamatergique hippocampique, car le courant calcique qu’il conduit est direc-
tement impliqué dans la maturation et la plasticité synaptique ainsi que dans les phénomeénes
de toxicité liés a I'hyperexcitabilité. Son KM est constitué de multiples états qui permettent
de simuler les différents comportements dynamiques du récepteur, dont en particulier le
blocage voltage-dépendant du canal par I'ion Mg?*, et 'action simultanée d’un agoniste, d'un
co-agoniste, d'un antagoniste et d'un bloqueur organique tel que la mémantine. Cet exemple
montre l'intérét de mettre au point des KM pour I'étude des effets pharmacologiques, car
ils tiennent compte des cinétiques propres a chaque changement d’état du récepteur et des
parametres biophysiques (potentiel de membrane, température, concentrations ioniques,
etc.), et permettent de simuler de multiples configurations, dont celles impliquant des combi-
naisons de ligands. Le M1r est un récepteur métabotrope de I’ACh abondamment exprimé
dans I'hippocampe, ol il exerce une action tonique excitatrice associée a la régulation et a
la synchronisation de I'activité des neurones hippocampiques. Le KM de ce récepteur inclut
les états et les transitions représentant ses interactions avec deux agonistes compétitifs, un
antagoniste compétitif, un ligand allostérique (modulateur ou agoniste) non compétitif, ainsi
qu’avec la protéine-G, le messager secondaire de son activation. Il est couplé a un modele
représentant le cycle des phosphoinositides (PIs) et 'inhibition du canal Kv7 par hydrolyse
du PIP2. Ces modeles permettent de simuler un mode d’action majeur de ce récepteur dans
les neurones hippocampiques : un résultat important associé a leur développement a été de
pouvoir adapter la version originale représentant son action dans des cellules transfectées a
un paramétrage compatible avec des résultats expérimentaux obtenus sur des neurones.

Le chapitre 4 décrit les différents modeles développés et utilisés a I'échelle des neurones
pour construire un modele du microcircuit de I'aire CA1l. Les principales caractéristiques
du modele de cellule pyramidale (PC) y sont détaillées : la composition en canaux ioniques
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de ses arborisations dendritiques lui confere des propriétés intégratives spécifiques, qui
ont pu étre reproduites par le modele. De plus, les données expérimentales permettent de
contraindre la distribution subcellulaire des différentes synapses, afin d’obtenir un modele
ou I'équilibre entre les composantes synaptiques excitatrices et inhibitrices est respecté.
Enfin, un modele simplifié du microcircuit hippocampique a été implémenté, incluant les
principaux interneurones (IN) GABAergiques responsables des voies locales d'inhibition. Ces
populations d’IN et leurs projections forment les microcircuits permettant le contréle local de
’activité des cellules principales, et les simulations de ce systéme ont permis de reproduire
des effets spécifiques, tels que la synchronisation de certaines populations d’'IN dans la bande
de fréquence gamma.

Cette partie de mon travail constitue le socle des applications de la Partie III, et a permis
de démontrer la possibilité d’intégrer un grand nombre de résultats expérimentaux dans
des modeles numériques complexes, capables de simuler les effets allant jusqu’a I'échelle
des microcircuits, tout en conservant les mécanismes moléculaires fins permettant d’ex-
pliquer I'action de composés pharmacologiques. De maniére importante, le travail réalisé
pour intégrer le logiciel NEURON a notre gamme d’outils et pour mettre en ceuvre les tech-
niques de simulations en paralléle a permis de réduire considérablement les temps de cal-
culs, rendant possible I'intégration multi-échelles de ces modéles et leur application dans
les projets.

La troisieme partie décrit les recherches et les travaux réalisés dans le cadre de trois pro-
grammes successifs, qui ont accompagné le développement des techniques de modélisa-
tion et ont permis leur mise en application. Ainsi, chacun de ces trois travaux adressent les
questions relatives a différents niveaux d’intégration : le chapitre 5 traite de la modulation
pharmacologique de la Long-Term Potentiation (LTP) au niveau synaptique, le chapitre 6
aborde la question de I'hyperexcitabilité au niveau neuronal, et le chapitre 7 étudie les effets
de la modulation muscarinique des oscillations au niveau des microcircuits et des populations
neuronales.

Le chapitre 5 décrit un projet de recherche collaboratif dont I’objectif était d’étudier les mé-
canismes de la Long-Term Potentiation (LTP) et 'effet de composés pharmacologiques sur
son induction. La LTP est un phénomene par lequel la puissance individuelle des synapses
est augmentée sous l'effet de stimuli a haute-fréquence. Il est considéré comme essentiel
a la formation de la mémoire, en particulier dans I'hippocampe, et des altérations de ses
mécanismes produisent des effets déléteres sur la cognition dans de nombreuses conditions
pathologiques. La revue de ses mécanismes a permis d’établir différentes phases dans la
LTP, et d’identifier le calcium postsynaptique comme un facteur essentiel a ce phénomene
dans sa phase d’induction. Le modeéle de LTP proposé est issu de résultats expérimentaux
obtenus par des protocoles de Spike-Timing-Dependent Plasticity (STDP), et permet de lier
I’'amplitude du pic calcique postsynaptique a I'insertion de nouveaux récepteurs a ’AMPA
(AMPAr), augmentant les courants postsynaptiques suite a des stimulations a haute fréquence
des collatérales de Schaffer (CS). Il s'insere dans le modele de synapse glutamatergique décrit
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au chapitre 3, augmenté aussi d'un modele de la modulation présynaptique par les récep-
teurs nicotiniques (nAChr) a7. Les études sur ce modéle ont permis de simuler '’action d'un
inhibiteur de 'acétylcholinestérase (AChEi) sur la probabilité d’exocytose des vésicules de
glutamate dans le compartiment présynaptique par le nAChr a7, en mettant en évidence une
action indirecte faisant intervenir les VDCC. L'action d'un modulateur allostérique du AMPAr
a aussi été modélisée, ce qui a permis de simuler les effets combinés de ces deux composés
a différentes concentrations, et d’évaluer leur caractere synergique. De plus, I'analyse du
modeéle montre qu’il obéit a un comportement bistable, et suggére une analyse en 'tout-ou-
rien’ des mécanismes de la LTP au niveau synaptique. Enfin, I’évaluation en simulation de
différents protocoles d’induction a permis de mettre en évidence leur impact sur les effets
observés des composés, et de favoriser 'amélioration des protocoles mis en ceuvre par les
expérimentateurs.

Le chapitre 6 traite de la question des facteurs aboutissant a I'hyperexcitabilité neuronale et a
I'épilepsie. Ces travaux ont été effectués dans le cadre du projet collaboratif de recherche RHE-
NEPI, dont le but était de développer des outils expérimentaux et de modélisation permettant
de favoriser la compréhension des mécanismes et la recherche de médicament antiépileptique
(MAE). Ces travaux se sont concentrés sur 'épilepsie de la face médiale du lobe temporal
(EMLT), une forme largement pharmacorésistante d’épilepsie touchant I'hippocampe, et ont
permis la mise au point de la plateforme de simulation RHENOMS-EPI. Ce modéle permet de
simuler 'occurrence de décharges a haute fréquence épileptiformes dites Paroxysmal Depola-
rizing Shifts (PDS), dans deux configurations, correspondant a des modeéles expérimentaux
in vitro et in vivo d’'épilepsie. La premiére, dite configuration Low-Mg est obtenue in vitro
par la diminution de la concentration extracellulaire de Mg?*, qui a pour effet d’amplifier les
courants conduits par les NMDAr, et donne lieu a des PDS. Les PDS obtenus in vitro, ainsi que
leur modulation par différents composés de référence ont pu étre reproduits par le modele,
permettant une premiere validation. L'étude de deux combinaisons a permis de prédire le
caractere concentration-dépendant du synergisme de la combinaison CGP-4016 / muscimol,
et 'additivité de la combinaison carbamazépine / lamotrigine. De plus, cette configuration
du modele a permis de préciser les mécanismes d’action du complexe protéique synaptique
Homer-Shank et de prédire son effet anti-excitateur. La configuration in vivo - chez la souris
MTLE - vise a simuler les effets des altérations observées dans un modeéle de souris épileptique
développé et caractérisé par nos partenaires de projet. Le modele numérique se base sur
une configuration incluant les PC et les IN de I'aire CA1 de I'hippocampe, et a permis de
corroborer 'hypothese dite du « GABA-excitateur ». En incluant au modeéle les mécanismes
d’accumulation et de transport de 'ion CI” par les co-transporteurs cation-chlorure (CCC)
NKCC1 et KCC2, nous avons en effet pu montrer qu'une dérégulation de I'expression de ces
transporteurs était susceptible d’augmenter significativement la concentration intracellulaire
de chlore, d’inverser la polarité des courants conduits par les récepteurs GABA, (GABAar),
les rendant excitateurs et capables de déclencher des PDS. A partir de la caractérisation phy-
siopathologique des tissus d’hippocampe de ces souris, c’est a dire en mesurant les niveaux
d’expression des protéines composant les récepteurs du glutamate et du GABA, et des CCC
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par marquage immunohistochimique et par transfert de protéines (Western Blot (WB)), le
modele a été paramétré pour produire des PDS et simuler I'action de différents MAE. Une
étude paramétrique a été effectuée sur le modeéle afin de montrer que le changement d’équi-
libre entre KCC2 et NKCC1 pouvait augmenter sensiblement la concentration intracellulaire
de chlore et étre source d’hyperexcitabilité, que la surexpression des GABAxr favorisait cette
hyperexcitabilité, et que la sous-expression des récepteurs ionotropes du glutamate (iGIluR) la
réduisait. La simulation des effets de trois MAE a permis de reproduire les résultats expéri-
mentaux, et d’expliquer les mécanismes par lesquels ils produisent leurs effets. En particulier,
il est proposé que l'effet antiépileptique du muscimol (agoniste du GABA4r1), paradoxal dans
le contexte du GABA excitateur, fasse suite a un effet de « drainage » du chlore, provoqué par
une activation tonique des GABAAT.

Le chapitre 7 aborde le sujet de la modulation cholinergique de I'activité hippocampique,
en particulier des rythmes théta et gamma. Ces travaux ont été réalisés dans le cadre d'une
collaboration industrielle : ils ont été I'occasion de mettre en ceuvre les modeéles a I'échelle
des microcircuits et les techniques de simulation des PCL, d’étudier les mécanismes de
synchronisation des activités neuronales, d’étendre le modeéle a la structure du septum médian
/ diagonale de Broca (SM/DB) et a la VSH, et d’étudier les effets modulateurs de molécules
agissant sur les récepteurs muscariniques (mAChr). La premiere partie du projet a consisté a
mettre en place un modele de tranche d’hippocampe permettant de simuler I'activité multi-
unités (AMU) enregistrée par des Micro-Electrodes Arrays (MEA) extracellulaires, de reproduire
et de prédire I'augmentation d’activité induite par des composés agissant sur le M1r. La
deuxieme partie du projet concernait la modulation des activités oscillatoires, en particulier
du rythme théta, enregistrées in vivo dans des hippocampes de rats anesthésiés. Une revue
de littérature a permis d’établir les différentes structures et mécanismes impliqués dans la
génération du rythme théta hippocampique, et de spécifier un modéle compatible avec le
protocole et les résultats expérimentaux de notre partenaire. A partir d'un modele de référence,
une configuration dans laquelle les populations de neurones GABAergiques du SM constituent
le générateur primaire du rythme théta hippocampique a été développée. Ce modéle simule
I'apparition du rythme théta hippocampique suite a la stimulation du tronc cérébral, et integre
les principaux mAChr sur les compartiments cellulaires des populations neuronales ot ils sont
exprimés. Ainsi, nous avons ajusté le modele a partir des résultats expérimentaux représentant
les modulations de puissances des signaux PCL dans les bandes théta (3-12 Hz), gamma
(30-100 Hz) et HF (100-200 Hz) par deux composés. En dépit des limitations identifiées du
processus d’ajustement et de validation, il a été possible de prédire en aveugle I'effet d'un
agoniste de M1r, et la validation d'un autre agoniste muscarinique non sélectif a été obtenue
apres révision des parametres du modele. Dans ’ensemble, ces résultats montrent que la
modulation cholinergique reléve d'une interaction complexe d’effets, et que le modele réalisé
a été capable d’en capturer les mécanismes essentiels.

Globalement, le travail fourni durant cette theése a significativement contribué a enrichir
les techniques employées par Rhenovia Pharma, et a permettre la réussite des projets en-
trepris. D’abord le développement et la validation de différents modeles « élémentaires »
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Conclusion

ont permis d’identifier des mécanismes fondamentaux, et de comprendre le mode d’ac-
tion de certains composés pharmacologiques. Ensuite ma contribution au travail sur les
méthodes et les outils a permis de rendre plus efficace le processus de développement et
de validation. La structure de code que j’ai développée et les techniques que j’ai mises en
ceuvre ont permis de lever le verrou technologique associé aux temps de simulations, et
de concevoir des modeles intégrés couvrant les échelles allant de la molécule au micro-
circuit. Enfin, j’ai développé et exploité ces modeles multi-échelles, dans le cadre de pro-
jets applicatifs qui ont permis de démontrer 'applicabilité de nos méthodes a la recherche
et au développement de médicaments. Ces projets ont permis d’établir des plateformes
numériques d’étude des phénomenes de plasticité synaptique, d’hyperexcitabilité neuro-
nale, et des rythmes hippocampiques, permettant la compréhension et la recherche de
traitements innovants des pathologies associées a la mémoire, a I'épilepsie, ainsi qu'aux
« oscillopathies ».

Perspectives

Par essence, le processus de modélisation procéde d'un compromis entre la constitution de
modeéles suffisamment complexes pour intégrer les mécanismes fins et capturer les phéno-
menes essentiels des systemes réels, et la volonté de les synthétiser de maniere simple pour
qu'il reste possible de les appréhender intellectuellement. Ainsi, un modele donné n’est jamais
ni complet ni parfait, mais il peut en revanche étre utile pour apporter un éclairage nouveau
sur le systeme qu'il prétend représenter. La validation incrémentale selon plusieurs criteres, la
mise en concurrence de différents modeles, la multiplication des expériences virtuelles et la
comparaison avec les procédures expérimentales semblent étre des composantes importantes
a ce projet de compréhension des phénomenes neuronaux. Les discussions et perspectives
spécifiques a chaque application sont détaillées a la fin des chapitres correspondants. Il
s’agit globalement d’étendre les capacités descriptives et prédictives des modeles tout en
minimisant les contraintes de calculabilité (en termes de puissance et de temps).

Premierement, les modeles des niveaux moléculaires et subcellulaires pourront étre raffinés et
augmentés par de nouvelles voies de signalisation et mécanismes biochimiques. La diversifi-
cation des sous-unités de récepteurs ayant des propriétés spécifiques, et le développement de
modeéles détaillés des phénomenes de diffusion des différentes espéces (neurotransmetteurs,
ions, etc.) pourront étre menés, en faisant éventuellement usage de techniques permettant
de simuler les fluctuations aléatoires des grandeurs a cette échelle microscopique (e.g. mé-
thode de Gillespie). Ces développements trouveront leurs applications directes pour la prise
en compte des changements d’expression des sous-unités de récepteurs (NMDAr, GABAr)
observés dans certaines conditions pathologiques comme 1'épilepsie, ou encore pour la
modélisation de la diffusion volumique des NT, qui joue aussi un réle important dans la
neurotransmission et la neuromodulation non-synaptique. Par ailleurs, la constitution des
KM pourra s’appuyer sur les méthodes de calcul des interactions protéines-protéines a partir
de modeles structurels des molécules, afin de prédire les parameétres cinétiques de liaisons
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et d’établir un couplage méthodologique entre les données de structure chimique et leurs
activités fonctionnelles (e.g. Launay (2007)).

Deuxiemement, les modeles de réseaux pourront étre étendus. Dans le CA1, les IN comme
les AAC ou ceux spécifiques au s.I-m pourront étre intégrés, dans la mesure ou leurs projec-
tions et leurs effets ont été caractérisés. Progressivement, les modeles des neurones et des
microcircuits des autres aires hippocampiques (CA3, GD) et des structures parahippocam-
piques (subiculum, CE) pourront aussi étre développés, afin d’aboutir a un modele qui inclue
les composantes principales du circuit trisynaptique. De plus, on pourra chercher a tendre
vers une modélisation plus proche de la réalité morphologique de 'hippocampe, en tenant
compte des densités des différents types de neurones dans les aires étudiées, pour aboutir
par exemple au modele de 'anatomie d'une tranche d’hippocampe (Bezaire et Soltesz, 2013).
L'objectif associé a de tels modeles est de pouvoir simuler les mécanismes d’encodage et de
restitution de séquences d’activité neuronale, associés notamment au rythme théta et a la
LTP, que I'on suppose étre centraux dans la formation de la mémoire associative. Les concepts
associés a ces phénomenes s’éclaircissent peu a peu, et des modeles ont déja été proposés
en ce sens (Hasselmo et Schnell, 1994; Hasselmo et al., 2002; Koene et Hasselmo, 2009; Cut-
suridis et al., 2010a). La réalisation de modeles intégrant a la fois ces phénomenes abstraits
de traitement de I'information et les mécanismes fins des niveaux moléculaires, synaptiques
et subcellulaires, représentera une avancée significative; ils constitueront un outil précieux
pour la compréhension des pathologies et le développement de stratégies thérapeutiques
innovantes.

Troisiémement, on pourra projeter d’accroitre la plage des échelles temporelles accessibles par
nos modéles, afin de pouvoir coupler efficacement les phénomenes ayant une faible constante
de temps (e.g. diffusion des NT dans la fente synaptique), et ceux s’établissant sur plusieurs
minutes ou plusieurs heures (e.g. mécanismes épigénétiques, morphogeneése, etc.). Les efforts
en ce sens trouveront leurs applications a tous les mécanismes relevant des modifications
lentes associées a la pathogeneése des maladies chroniques du systéme nerveux, ou encore plus
directement a la modélisation des mécanismes de I’expression et de la consolidation de la LTP.
D’autre part, on pourra chercher a développer les liens avec des approches de modélisation
des propriétés pharmacocinétiques des composés étudiés, car a I'évidence, I'efficacité d'une
molécule est largement dépendante de sa capacité a franchir les différentes barrieres séparant
son administration de ses cibles. Pour atteindre ces objectifs, un travail consistant a mettre
en ceuvre des algorithmes de parallélisation des calculs sur différentes échelles de temps
est en cours a Rhenovia Pharma (Bedez et al., 2015). Il est notamment fait appel a la famille
d’algorithmes dits para-réels, permettant d’augmenter significativement les performances de
résolution de systemes d’EDP (Aubanel, 2011), et leur applicabilité a des systemes d’EDO est
en cours d’évaluation.

Par ailleurs, ces différentes extensions des modeles a de plus amples gammes d’échelles
spatiales et temporelles ne pourront a priori pas se faire sans un effort de réduction de leur
complexité, car I'accumulation de KM élémentaires comportant des dizaines d’états, instan-
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Conclusion

ciés en autant de synapses et de neurones nécessaires a la constitution d'un modele complet de
réseau se heurtera nécessairement a des limites de calculabilité, malgré 'amélioration des al-
gorithmes et I'augmentation continuelle de puissance des ordinateurs. Dans cette perspective,
on pourra recourir a des approches consistant a diminuer le nombre d’états et d’équations,
a changer le paradigme de modélisation en ré-interrogeant les hypothéses (e.g. modeles
non-paramétriques, réduction de Strahler, cf. section 4.3), ou bien a tirer parti de méthodes
algorithmiques utilisées dans d’autres domaines d’application telles que la réduction d’ordre
(Benner et Fallbender, 2013).

Enfin, le développement d’interfaces utilisateurs permettant de mettre les différents modéles a
la disposition d’utilisateurs « non-développeurs » est en cours. Le travail mené pour améliorer
les outils a permis de rendre plus rapide le processus de développement et de validation des
modeles, mais il est essentiel que ceux-ci puissent étre soumis a des utilisateurs finaux : quel
que soit leur niveau d’intégration (modeles élémentaires, plateformes complétes) ou leur
complexité, ces modeéles sont autant d’outils utiles a la compréhension et a la recherche, et il
est souhaitable que les acteurs de la recherche en neurosciences puissent en faire usage.

200



-

201






10

11

12

13

14

15

16

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Suppléments du chapitre 2

Code A.1 - Extraits du code-maitre décrit dans la section 2.6

# IMPORTS

import sys,os

import numpy as np # paquetage numpy

from mpi4py import MPI # API MPI pour python

from neuron import h # API NEURON pour python

import LFPy

from pynrn_utils import * # fonctions génériques de configuration
from netconfig import * # fonctions de configuration des réseaux

# ARGUMENTS DU SCRIPT

paramfilepath = sys.argv[1] # Fichier de paramétres
resultspath = sys.argv[2] # Répertoire parent des résultats
# ATTRIBUTION DU RANG D’EXECUTION

pc = h.ParallelContext ()

rank = int(pc.id())

# DEFINITION, CREATION ET CONNEXION DES CELLULES

CELLS = defCells(pc,NET)

makeCells (pc,CELLS)

makeCons (pc, CELLS, NET)

# CONFIGURATIONS SPECIFIQUES AU TEST
for gid,dic in CELLS.items():
if dic[’rank’] == int(pc.id())
# Objet cellule de ce processus
cello = dic[’cello’]
# Sélection d’un type de cellule
elif dic[’type’] == ’0LM’
# Modification d’un paramétre
h("AChIN = 100e-6")

# DEFINITION DES ENREGISTREMENTS
init_records(pc, CELLS,tstart=100e3,tstop=110e3)
#INITIALISATION

cvode = h.CVode() # calcul & pas variable
cvode.active(1)
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NetInit(pc, CELLS)

# SIMULATION

pc.psolve(glob_params[’tstopms’])

# SAUVEGARDE DES ENREGISTREMENTS

save_results(pc, CELLS,resultspath, **Els_params)
# CALCUL DU LFP

sum_LFP(pc, CELLS, resultspath, ctypes=[’PC’])

# COMPRESSION PAR DOUGLAS-PEUCKER
clean_results(pc, CELLS,resultspath,skipfiles=["LFP.txt", "spikes.txt"])
pc.barrier()

# FIN

sys.exit ()
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Code A.2 - Exemple de script d’exécution décrit dans la section 2.6

#!/bin/bash
NODES=node01,node02,no0de03,node04,node05,n0de06 ,node07 ,node08
#PBS -S /bin/bash

# NOMBRE DE NOEUDS ET DE PROCESSUS PAR NOEUDS REQUIS
#PBS -1 nodes=8:ppn=26

# DUREE DE TRAVAIL MAXIMALE REQUISE

#PBS -1 walltime=6:00:00

# NOM DE LA TACHE

#PBS -N DRUGA_SEED_49_400nM

# REDIRECTION DE LA SORTIE STANDARD

#PBS -o ./BATCH/SEED_49/400nM/out.log

# REDIRECTION DE LA SORTIE ERREUR

#PBS -e ./BATCH/SEED_49/400nM/err.log

#PBS -M arnaud.legendre@rhenovia.com # ADRESSE DE DESTINATAIRE DES COURRIELS DE

NOTIFICATION

#PBS -m ae # NOTIFICATIONS AU DEPART (b), A L’ARRET (e), OU EN CAS D’ERREUR (e)

cd $PBS_O_WORKDIR
# COMMANDE A EXECUTER

mpirun -n 220 -H $NODES python26 ./BATCH/SEED_49/400nM/run.py 49 400e-6 ./BATCH/SEED_49

/400nM/parameters.py ./BATCH/SEED_49/400nM/
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Annexe A. Suppléments du chapitre 2

Code A.3 - Extraits du fichier de configuration décrit dans la section 2.6

# PARAMETRES GLOBAUX DE SIMULATION
glob_params = {

’nsegs_method’ : ’lambda_f’, # Discrétisation spatiale des sections
’lambda_f’ : 100, # Discrétisation spatiale des sectiomns
’tstopms’ : 110e3, # Date de fin de simulation (ms)
’timeres_python’ : 2**-3, # Pas de temps pour calcul de LFP (ms)
’verbose’ : False, # Sortie de déboggage

}

NET = {}

# DEFINITION ET PARAMETRAGE DES CELLULES DU RESEAU
NET[’Cells’] = {
# NOM DU TYPE DE CELLULE

'PC? : {

N’ : 20, # Nombre de cellules

’cello_params’ : {
’morphology’ : ’./MODELS/PCs/PCs_morpho.hoc’,
>templatefile’ : ’./MODELS/PCs/PCs_template.hoc’,
v_init’ : -64., # Potentiel de membrane initial
’passive’ : True, # Utilisation du mécanisme de membrane passif
’Ra’ : 150. , # Resistivité cytoplasmique (ohm.cm)
’cm’ : 1 , # Capacitance spécifique de membrane (uF.cm-2)
[...]
’extracellular’ : True, # calcul du PCL

1,

‘params’ : {
with_Im’ : True, # Utilisation du récepteur M1
’M1R_Density’ : 1.0, # Densité du récepteur M1 au soma (um-2)
’M1R_Agonist’ : ’X’, # Type d’agonsite M1 {’X’,’0X0-M’,’CCH’}
’M1R_Agonist_kon’ : 3.33, # kon de 1l’agoniste

[...]
},
# VARIABLES A ENREGISTRER
‘recvars’ : {
vsoma’ : ’soma(0.5)._ref_v’,
ACh’> : °Mi1R._ref_ACh’,
’GaPLC’ : ’inositol._ref_GaPLC’,
>gmod’ : ’soma(0.5)._ref_gmod_kv7’,
YPIP2’ : ’soma(0.5)._ref_PIP2_kvT7’,
¥
},
’BC? @ {
N’ : 5O,
[...]
},

# DEFINITION ET PARAMETRAGE DES CONNEXIONS ET STIMULI DU RESEAU
NET[’Cons’] = {
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# Exemple d’un stimulus appliqué aux collatérales de Schaffer
’SC_PC’ : { # Nom de la connexion

’source’ : ’NetStim’, # La source est une séquence d’impulsions

’target’ :’PC’,
’delay’ : 100e3,
’Nspikes’ : 11,
’Fspikes’ : 1.1,
’Nbursts?’ : 1,
’Fbursts’ : 0.04,

’seed’ : None,
’syn_params’ : { # Définition des synapses
’seclist’ : ’radiatum_thin’, # Dendrites cibles (SectionList)
’method’ : ’homogenous’, # Méthode de distribution {’homogenous’, ’localized
>, J‘randomized’}
’number’ : 120, # Nombre de synapses

’keys_post’ : { # Paramétres du compartiment postsynaptique

’Syntype’ : ’Glu’,

[...]
},
}
3,
’SC_BC? : {
’source’ : ’NetStim’,
’target’ :’BC’,
[...]
},

# Exemple de connexions récurrentes dans la population des Basket cells

’BC_BC’ : {
’source’ : ’BC?,
’target’ :’BC’,

’div’ : 30, # Convergence / divergence des projections {’conv’, ’div’}

‘recurrent’ : True, #False,
’syn_params’ : {

’seclist’ : ’basals’,
‘method’ : ’randloc’,
[...]
}
},
[...]

# DEFINITION ET PARAMETRAGE DES ELECTRODES
Els_X = np.zeros(16)

Els_Y = np.linspace(-150,-150+15%50,16)
Els_Z = np.zeros(Els_X.shape)

1]

Els_N = np.empty((Els_X.flatten().shape[0], 3))

for i in xrange(Els_N.shape[0]): Els_N[i,] = [0, O, 1] # Vecteurs normaux aux contacts
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Els_params = {

’sigma’ : 0.3, # Conductivité du milieu

’x’ : Els_X.flatten(), # Coordonnées x des positions (vecteur 1D)

’y? : Els_Y.flatten(), # Coordonnées y des positions (vecteur 1D)

>z’ : Els_Z.flatten(), # Coordonnées z des positions (vecteur 1D)
’method’ : ’linesource’, # méthode de calcul {’linesource’,’pointsource’}
’r? : 25, # Résistance de 1l’électrode

’N? : N, # Vecteur normal a 1’électrode
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Figure B.1 - Validation de la cinétique du modele de NMDAr par rapport aux résultats de Zhang et al.
(2008). A - Le récepteur unique est soumis a une impulsion courte (1 ms) ou longue (4 s) de 1 mM de
glutamate, afin d’ajuster les cinétiques d’activation et d'inactivation (gauche), et de désensibilisation
(droite). B - La cinétique de désinactivation est validée par un protocole de double-impulsion de
glutamate (2 impulsions de 2 s a 1 mM [Glu]). V; = -100 mV, [Mgz*] =0mMV, [Gly] =100 uM.
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Figure B.2 - Validation des propriétés cinétiques et de la DR du modele de GABA,T, soumis a une
impulsion de GABA, en regard des résultats de Pugh et Raman (2005). A - Cinétique du courant GABApr
soumis a une impulsion de 100 ms de 1 mM de GABA. V. = 0 mV; potentiel de réversion du GABAsr

(EgaBaa) = -70 mV; N = 650 récepteurs. B - DR de 'amplitude du courant GABAar pour le GABA, dans
les conditions utilisées en (A).
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Annexe B. Suppléments du chapitre 3
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Figure B.3 - Modele de 'AChE. A - KM de '’AChE (E), s’associant a son substrat S (ACh) en deux sites,
selon les constantes d’association K et Kg, et le catabolisant selon les cinétiques k¢at €t b keat, pour
former le produit P (choline (Ch)), d’apres Kovarik et al. (2003). B - Extrait de validation du modéle,
concernant l'inhibition de I’AChE par le donepezil. En prenant une concentration initiale constante
d’ACh de 2,5 uM, le donepezil inhibe de facon dose-dépendante I’AChE. Cette réponse dépend aussi
de la concentration d’AChE, et la valeur de référence prise correspond a [AChE] = 300 uM, pour un ICsq
de 6 nM, ajusté sur les données in vitro de Akasofu et al. (2008).
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Figure B.4 - Extraits de la validation du modele de nAChr a;. A - KM du nAChr a7, incluant les 5 liaisons
possibles avec I’ACh et les phénomenes de désensibilisation, d’apres Papke et al. (2000). B - Extrait
de validation du modéle, reproduisant la DR du récepteur a ’ACh, issue des résultats de Papke et al.
(2000).
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Figure B.5 - Homéostasie calcique et cycle des phosphoinositides dans les plaquettes sanguines,
d’apres Purvis et al. (2008).
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Figure B.6 - Validation du modele de M1r dans les conditions d’expression endogene des protéines.
Les différentes observables sont la densité de récepteurs couplés au ligand Oxo-M (RL, noir), de
protéine G trimérique (Gabg, vert), de récepteur lié a Gg, (RGb, bleu), et de PLC activée (GaPLC,
rouge). L'application simulée de 10 uM d’Oxo-M permet de reproduire les cinétiques d’activation et de
désactivation (A), les quantités (B), ainsi que les DR (C) des différentes espéces issues des résultats de
Falkenburger et al. (2010a). La différence observée sur I'activation de la PLC (courbe et points rouges
en B) a été étudiée, et s’est révélée résulter d'une erreur d’échelle dans la figure publiée : la validité de
notre simulation a été validée par 'auteur.
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Annexe B. Suppléments du chapitre 3
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Figure B.7 — Extrait de validation de la cinétique du PIP2 sous I’action de VSP. L'activation de la VSP (par
une dépolarisation a +100 mV pendant 2 s) dégrade rapidement le PIP2 et PIP. La cinétique simulée de
reconstitution de la densité de PIP2 (ligne rouge) reproduit les résultats de Falkenburger et al. (2010b)
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Annexe C. Suppléments du chapitre 4
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Figure C.1 - Dépendance au potentiel des variables des modeles de canaux dendritiques Nav, Kaprox/dist
et Kpg, d’apres Migliore et al. (1999).
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Figure C.2 - Modulation du bloc de dépolarisation du neurone pyramidal par Iy et Iy. Linjection d’'un
courant somatique dépolarisant induit la décharge répétée du neurone, dont la fréquence et’amplitude
sont modulées par les courants Iy; et Iy (A: 0,8 nA; B:1nA;C:1,2nA;D: 1,4 nA). Un courant intense
induit un bloc de dépolarisation, c’est a dire un blocage des PA suite a la suractivation des NaV,
empéchant les oscillations entre courants sodiques et potassiques de se produire. Le courant Iy, et Iy
dans une moindre mesure, permettent de réduire le seuil d’apparition du bloc de dépolarisation.
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Annexe C. Suppléments du chapitre 4
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Figure C.3 - Amplitude des CPSI miniatures sur une PC de CAl. Comparaison des enregistrements de
Andrésfalvy et Mody (2006) (Figure 4F), et des simulations utilisant une synapse GABAergique unique
incluant 19, 23 ou 25 GABAAT.
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Suppléments du chapitre 5

A B
14 200 ~
) R At>0
0.754 ‘:\\: 160 |
; £ ]
g 120+
mosy B e -
@ 80 \/
N
J T 1
0.25 g 40
o i
Pz
0 T T T 1 0 T T T T T T T T 1
0 0.25 0.5 0.75 1 -100-80-60-40 -20 O 20 40 60 80100
Ca2+ (uM) At (msec)

Figure D.1 - Caractéristiques du modele de LTP, d’apres Shah et al. (2006). A - La fonction Q détermine
le sens et 'amplitude de la modulation de la conductance synaptique, comme une caractéristique
de la concentration maximale de calcium atteinte dans le compartiment postsynaptique lors de la
stimulation. B - Courbe de plasticité obtenue par le modele en fonction du délai entre les impulsions
pré- et postsynaptiques, comparée aux caractéristiques expérimentales (tirets).
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Annexe D. Suppléments du chapitre 5
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Figure D.2 - Tests expérimentaux de la modulation de LTP par AMPAk et ACHE]. A - LTP induite in
vitro sur des tranches d’hippocampe de souris, mesurée par 'augmentation d’amplitude des PPSE
produits par stimulation des CS, suite a I'induction par le protocole 5-TBS. TAMPAk appliquée seule
n’'augmente pas significativement la LTP par rapport au contréle (graphe du haut) ; ’AChEi appliqué
seul augmente la LTP d’environ 10 % par rapport au contréle ; la combinaison AChEi & AMPAk provoque
une augmentation d’environ 80 %. B - Effets de AMPAk et AChEi dans des tests de mémoire in vivo
chez la souris. La combinaison AChEi + AMPAk augmente le marqueur de mémoire contextuelle (durée
du freezing sur présentation du contexte seul dans le protocole de fear conditioning), alors que les
composés appliqués seuls n'induisent par de modification. Les effets ne sont pas significatifs sur le
marqueur de mémoire induite (durée du freezing aprés émission du signal de rappel).
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Suppléments du chapitre 6

Crises Généralisées
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Inconnues
Spasmes Epileptiques

Figure E.1 - Classification des crises épileptiques retenue par I'ILAE, d’apres Berg et al. (2010).
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Figure E.2 - Role du potassium extracellulaire dans les crises épileptiques, d’aprés McCormick et
Contreras (2001).
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E.1. Effets de la tiagabine en configuration Low-Mg

E.1 Effets dela tiagabine en configuration Low-Mg

La tiagabine est un inhibiteur de la recapture du GABA dans les synapses inhibitrices. En
utilisant le modeéle de transporteur de GABA (GAT)-1, j'ai évalué 'effet d’'une diminution de
son activité, jusqu’a son inhibition totale, sans observer d’effet notable sur les PDS, tendant a
montrer qu'une simple augmentation du courant inhibiteur est insuffisante pour contrer les
dépolarisations NMDAr-dépendantes de cette configuration. Nous avons ensuite étudié une
deuxieme hypothese, selon laquelle une accumulation du neurotransmetteurs dans la fente
synaptique s’établirait suite a des stimulations répétées. Dans ces conditions, nous n’avons
pas non plus observé d’effet antiépileptique, suggérant qu'un effet local sur la recapture du
GABA n’est pas suffisant pour diminuer |'excitabilité. Il est intéressant de noter que les tests
menés in vitro ont révélé une augmentation du nombre de post-décharges au sein des PDS.
Bien que difficile a expliquer, on peut supposer que les fortes stimulations utilisées pour
induire les décharges épuisent rapidement les synapses inhibitrices, effet éventuellement
augmenté par I'inhibition de la recapture du GABA. Afin d’étayer notre résultat, nous avons
ensuite testé I'effet d’'une augmentation de la concentration de base du GABA sur I'’ensemble
des post-synapses GABA du neurone (et pas seulement celles activées dans le circuit). Ce test
arévélé cette fois I'effet antiépileptique classiquement obtenu (Figure E.3). Cette étude de la
tiagabine a donc mené au test de 3 hypotheses qui révelent une différence importante entre
les modeles expérimentaux, en fournissant des indices fonctionnels.
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Figure E.3 — Effet antiexcitateur simulé de la tiagabine (inhibiteur de la recapture de GABA) en configu-
ration Low-Mg. L'augmentation de la concentration de base de GABA ([GABA]y) réduit la durée des
PDS (gauche), et diminue le nombre total des décharges (droite).
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Annexe E. Suppléments du chapitre 6

E.2 Effets delalamotrigine en configuration Low-Mg

Lalamotrigine est un MAE aux cibles multiples, incluant les canaux sodiques voltage-dépendant
(Nav) et les canaux HCN responsables du courant-H (Ig). S’en référant a Poolos et al. (2002) et
Poolos (2005), nous avons implémenté cette cible et modélisé I'effet de ce composé. Comme
développé dans le chapitre 4, Iy est un courant mixte potassique et sodique, dépolarisant
au potentiel de repos et ne se désactivant pas. Son role serait de stabiliser le neurone autour
de son potentiel de membrane et d’en diminuer I'excitabilité. L'effet de la lamotrigine sur
cette cible, relativement mal décrit dans la littérature, serait une augmentation du potentiel
de demi-activation du canal (Vy/;), conduisant a une augmentation de son activité hyper-
polarisante pendant la dépolarisation prolongée des dendrites lors des PDS. N’ayant pas
acces a une caractéristique liant la concentration de lamotrigine au décalage de V,,, nous
avons utilisé directement cette variable, en testant différentes valeurs a proximité du point
de référence publié (AV;,2 = +10 mV pour [LTG] = 100 uM). Les variations de ce parametre
V1,2 des canaux HCN) ont révélé par la simulation I’ambivalence de 'effet de ce courant
rapporté dans la littérature comme a la fois pro- et anti- excitateur, dépendamment des condi-
tions d’études. Au repos, la lamotrigine amplifie le courant tonique dépolarisant Iy dans les
dendrites, augmentant le potentiel de repos pour un effet globalement pro-excitateur. Dans
I’étude de Poolos et al. (2002), ce décalage du potentiel de repos est compensé, et maintenu
constant par une injection de courant, et les simulations confirment que cette manipulation
permet d’en révéler I'effet anti-excitateur (Figure E.4A,C). En revanche, les expérimentations
du programme n’intégrant pas cette compensation du potentiel dendritique, les différentes
concentrations de lamotrigine appliquées n’ont pas révélé d’effet significatif (Figure E.4B), et
les simulations dans ces conditions révelent effectivement que I'effet pro-excitateur n’apparait
que pour des décalages de V;,, supérieurs a + 12 mV (Figure E.4C).
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E.2. Effets de la lamotrigine en configuration Low-Mg
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Figure E.4 - Effets protocole-dépendant de la lamotrigine en configuration Low-Mg. A - Protocole de
Poolos et al. (2002), incluant une compensation de la dépolarisation dendritique tonique de la lamo-
trigine et révélant un effet anti-excitateur. B - Dans le protocole expérimental de I'IGF, la lamotrigine
n’'a pas d’effet notable. C - Le modele confirme I'effet anti-excitateur obtenu avec compensation du
potentiel (courbe bleue, Vm compensé), et un effet pro-excitateur sans compensation (courbe rouge,
Vm non-compensé). Leffet de la lamotrigine est exprimé par son effet sur le décalage du potentiel de
demi-activation du courant Iy (Vy/2), autour du point de référence obtenu par Poolos et al. (2002) pour
[LTG] = 100 uM (tirets bleus).
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I3 Suppléments du chapitre 7
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Figure E1 - Validation de I'effet et réponse d’'une PC unique a des doses croissantes de ACSM1. A -
Lajustement des parametres du composé est effectué par la simulation de 'activation des voies de
signalisation du M1r et par la mesure des quantités correspondant a des observables expérimentales.
Différentes simulations consistant en ’application d'une concentration constante du composé per-
mettent de construire les courbes DR pour I'observable GaPLC (gauche) et la fraction d’inhibition du
courant I (droite). B - Simulation de I'effet de différentes doses du composé sur I'activité d'une PC.
Des entrées glutamatergiques sont appliquées a des dates aléatoires et a une fréquence moyenne de
1 Hz (Tstim = (f1, £2, ..., tN) = 22 (0, Tgimulation))- Gauche : Rastergramme représentant les PA de la PC en
fonction du temps pour différentes concentrations de ACSM1. Droite : le nombre de PA est rapporté a
une fréquence moyenne Fgy, pour différentes concentrations d’ACSM1, permettant d’établir sa DR.
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Figure E2 - DR simulées des AMU pour les composés AAPM1 et APNSM, qui sont les composés simulés
en aveugle dans 'application du chapitre 7.
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Figure E.3 — Oscillations théta simulées par I'excitation des cellules GABAergiques du SM et des O-LM.
A - Rastergrammes des différentes populations neuronales du modele, oi1 la stimulation du nPO est
appliquée apres 5 s. Les lignes verticales illustrent les décharges groupées au rythme gamma (vert, écart
entre chaque ligne At = 20 ms) et théta (bleu, écart entre chaque ligne At = 162 ms). B - PCL enregistrés
par les différents canaux de 1’électrode linéaire virtuelle, apres filtrage passe-bande sur [2;15] Hz,
permettant d’observer les oscillations théta. C - DSP des signaux des différents canaux (couleurs
correspondant a B), sur les plages [0;5] s (Ctrl, gauche) et [5;10] s (Stim. nPO, droite), calculées par la
méthode de Welch (F = 8 kHz; Ngpr = 2! ; Ngeg = 219). 231
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Figure F4 — Révision du modele de I'action d’APNSM sur M2r et M4r pour la configuration in vivo. A
- DR de I'action du CCh sur la concentration de calcium présynaptique des synapses CS-PC de CAl
([Caprelt), et sur 'amplitude des PPSE extracellulaires (fe.p.s.p.). La courbe continue correspond a la
fonction de Hill [Caly, et la courbe discontinue correspond 2 [Cal*, se rapprochant de la réponse de
I'observable fe.p.s.p.. D’apres Qian et Saggau (1997) (Figure 3). B - DR de la fonction de modulation
de la probabilité d’exocytose correspondant a I'action d’APNSM sur M2r (vert) et M4r (bleu). Les
courbes discontinues correspondent aux paramétrages avant révision, dérivés de I'observable [Capre];
pour le composé APNSM en (A), et les courbes continues correspondent aux paramétrages apres
révision, dérivés de |'observable fe.p.s.p en (A). Les lignes verticales cyan et magenta indiquent les deux
concentrations utilisées dans I'application du chapitre 7.
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mTOR mammalian Target Of Rapamycin. 139
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Nav canal sodique voltage-dépendant. 23, 28, 55, 72, 85, 90, 91, 94, 96, 100, 118, 134, 139, 154,
218, 226

NCAM Neural Cell Adhesion Molecule. 116
NCX échangeur Na*-Ca?*. 72
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NMDAr récepteur au NMDA. 32-34, 36, 37, 69, 71, 72, 74-79, 88, 96, 97, 99, 100, 113, 114, 117,
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nPO nucleus pontis oralis. 168, 170, 171, 176-181, 187, 231

NPY neuropeptide Y. 41

NSF N-ethylmaleimide-Sensitive Factor. 69, 279

NT neurotransmetteur. 29-31, 35, 37, 39, 41, 42, 44, 69-71, 79, 82, 95, 179, 198, 199

O-LM Oriens-Lacunosum Moleculare. 26-28, 39, 40, 44, 98, 100, 101, 103, 152, 156, 167, 177—
179, 231, 272

OMS Organisation Mondiale de la Santé. 132
OT ocytocine. 41
Ox0-M oxotrémorine-M. 82, 83, 85-88, 215

PA potentiel d’action. 23, 26, 28-30, 36, 39, 45, 52, 64-66, 69, 71, 76, 78, 85, 90, 92-94, 96, 101,
103, 114, 118, 122, 130, 140, 141, 145-147, 149, 152, 154-158, 160, 170, 172, 173, 219, 229,
270
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220, 229, 232, 270-272

PCL potentiel de champ local. 65-67, 100, 102-104, 170-173, 176, 179, 180, 182-187, 197, 231,
271

PDP post-dépolarisation. 44, 141

PDS Paroxysmal Depolarizing Shift. 140, 145-147, 150, 154, 156-161, 196, 197, 225, 226
PHP post-hyperpolarisation. 23, 26, 44, 94, 140

PI phosphatidylinositol. 84, 86

PI4K phosphatidylinositol 4-kinase. 84
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PIs phosphoinositides. 84-88, 171, 172, 194, 270

PKA protéine kinase A. 33, 114

PKC protéine kinase C. 33, 34, 82, 88

PLC phospholipase-C. 34, 43, 72, 82-87, 150, 215, 270

PMCA Plasma Membrane Calcium ATPase. 70, 72

PPSE potentiel postsynaptique excitateur. 31, 32, 34, 36, 45, 72, 73, 81, 95-99, 112, 122, 140,
184, 222,232

PPSI potentiel postsynaptique inhibiteur. 31, 98, 99
PTX picrotoxine. 146, 147
PV parvalbumine. 24, 26, 39, 44

QI quotient intellectuel. 15

R résistivité cytoplasmique. 100

RCPG récepteur couplé a la protéine G. 32, 34, 37, 39, 43, 82

RE reticulum endoplasmique. 32, 45, 72, 82

REST (RE1)-Silencing Transcription Factor. 139

Ry, résistivité membranaire spécifique. 23, 100

RMSE Root-Mean-Square Error, racine-carrée de |'erreur quadratique moyenne. 93

RyR récepteur a la ryanodine. 32

SBGN Systems Biology Graphical Notation. 58

SBML Systems Biology Markup Language. 58, 60, 62, 70, 72

SE Status Epilepticus. 132, 143

s.e.m. erreur-type de la moyenne, standard error of the mean. 121, 147, 175, 181-185
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SIA segment initial de 'axone. 23, 26, 28, 38, 85, 91, 92, 95, 105, 140, 156, 162
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168,176,179, 199

SM septum médian. 165, 169, 170, 178-180, 187, 188, 197, 231, 271, 272, 279
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SNC systeme nerveux central. 4, 13-15, 30, 32, 37, 39, 41, 42, 45, 269
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s.o0. stratum oriens. 17,22, 23, 25, 26, 28, 35, 89-91, 95, 139, 168, 176

SOM somatostatine. 24, 28, 41

s.p. stratum pyramidale. 17, 26, 28, 89, 91, 100, 103, 168, 172, 173, 176

s.r. stratum radiatum. 17, 22-25, 28, 35, 44, 89-93, 95-98, 105, 118, 139, 152, 167, 172, 176, 184
STDP Spike-Timing-Dependent Plasticity. 118, 130, 195

SuM noyau supramamillaire. 168

SV2A Synaptic Vesicle glycoprotein 2A. 129

TBS stimulation par trains théta ou Théta-Burst Stimulation. 76, 116, 118-123, 128, 222
TDM tomodensitométrie. 133

TEMP tomographie a émission monophotonique. 133

TEP tomographie a émission de positons. 133

TFR transformée de Fourier rapide. 176

TRH thyrotropin-releasing hormone. 41

TRKB Tropomyosine-Related Kinase B. 139

TSA troubles du spectre autistique. 41, 131, 164, 193

TTX tétrodotoxine. 96

USC University of Southern California. 60

V. potentiel de commande. 76-78, 97, 210, 211

VDCC canal calcique voltage-dépendant. 23, 24, 29, 39, 44, 45, 69-72, 94, 100, 118, 120, 134,
139, 163, 196

VIP peptide intestinal vasoactif. 41

VP voie perforante. 18, 20, 24, 26, 28, 35, 37, 40, 44, 45, 89, 90, 92, 93, 95, 96, 99, 100, 102, 103,
105, 130, 138, 139, 152

VSH voie septo-hippocampique. 42, 99, 102, 165, 168-171, 177, 179, 187, 188, 197
VSP Voltage-Sensitive Phosphatase. 85, 216, 271

WB Western Blot. 150, 151, 154-156, 158, 197

XML EXtensible Markup Language. 58
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