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Résumeé

Le maintien de la PCO; et du pH du sang artériel est vital. Le principal mécanisme de
cette régulation, chez les mammiféres, est le chémoréflexe respiratoire central au CO,, une
hyperventilation en réponse a I’hypercapnie, dont les bases neurales sont I’enjeu d’un débat
persistant. Notre travail s’intéresse aux réles supposés d’un groupe d’interneurones du niveau
facial du tronc cérébral, le «noyau rétrotrapézoide », dans le chémoréflexe au CO, et
I’accélération du rythme respiratoire autour de la naissance. Notre approche est inspirée par la
symptomatologie respiratoire du syndrome d’Ondine ou CCHS (apnées et abrogation du
chémoréflexe) et son géne causal, codant le facteur de transcription Phox2b, exprimé par les
neurones du RTN. Nous avons disséqué le role du RTN dans le chémoréflexe central en
étudiant les propriétés anatomiques et fonctionnelles in vitro chez I’embryon, et in vivo chez
I’animal postnatal, de modéles murins - perte et gain de fonction —ciblant le RTN de la
maniére la plus sélective possible par génétique intersectionnelle. Ces modeles sont basés (i)
sur I’historique d’expression des facteurs de transcription Phox2b, Lbx1, Atohl spécifiant les
neurones du RTN au cours du développement et (ii) sur la transposition, chez la souris, de
mutations humaines, Phox2b?A®* ‘et Lbx1™* affectant ces facteurs, et qui sont
respectivement, diagnostique, et proposée comme tel, du CCHS. L’ensemble des mutants
étudiés récapitulent chez la souris, des traits phénotypiques exclusifs chez I’embryon et a la
naissance: I’abrogation anatomique du RTN, le ralentissement du rythme respiratoire et la
perte complete du chémoréflexe. Nos travaux montrent donc que le RTN est un composant
obligatoire du circuit chémoréflexe. Nous montrons de plus, que le chémoréflexe n’est pas
requis pour la survie des souriceaux a la naissance, cette derniére pourrait étre liée au déficit
conjoint d’une autre structure de méme identité que le RTN, son homologue segmentaire au
niveau trigéminal du tronc cérébral: le groupe péri-trigéminal.

Summary: The maintenance of PCO, and pH in arterial blood is vital. The principal
mechanism through which this is achieved in mammals is the respiratory chemoreflex, a
hyperventilation response to hypercapnia, whose circuitry is still elusive and the matter of a
persistent debate. Our work deals with the putative roles of a group of interneurons at facial
level of the brainstem, the “retrotrapezoid nucleus”, in the CO, chemoreflex and in the
acceleration of breathing around birth. Our approach is inspired by the respiratory symptoms
of Ondine’s curse or CCHS (apneas and abrogation of the chemoreflex) and its causal gene,
encoding the transcription facteur Phox2b, expressed in RTN neurons. We have dissected the
role of the RTN by studying the anatomical and functional properties in vitro in embryos and
in vivo at birth and postnatally, of gain and loss of function mutant mouse models, as
selective as possible towards the RTN through intersectional strategies. Our models are based
(1) on the history of expression of the transcription factors Phox2b, Lbx1, Atohl that specify
RTN neurons during development and (ii) on the transfer into the mouse of the human
mutations Phox2b*"%* and Lbx1™™ that target these factors and are respectively diagnostic
and candidate diagnostic for CCHS. Compoundly, the mutants recapitulate exclusive
phenotypic traits in the embryo and at birth: anatomical abrogation of the RTN, a slowed
down respiratory rhythm and the complete loss of chemoreflex. Our work demonstrates that
the RTN is an obligatory component of the chemoreflex circuit. Furthermore, we show that
the chemoreflex is not required for survival at birth and that the latter may be put at risk by
the joint deficiency of another structure sharing the same molecular identity with the RTN, in
fact its segmental homologue at trigeminal level of the brainstem: the peri-trigeminal group.






Avant-Propos

Les travaux réalisés dans cette thése ont pour but de préciser les bases neurales de la
chémoréception centrale qui ajuste de facon réflexe la ventilation a la pression partielle de
CO; dans le sang artériel.

La ventilation pulmonaire est une activité motrice rythmique vitale a la naissance. Elle
assure les échanges gazeux au niveau des poumons et participe au maintien de I’homéostasie.
L’ appareil ventilatoire est activé par la contraction rythmique des muscles respiratoires. Le
diaphragme, les muscles intercostaux internes, externes et les muscles abdominaux sont les
principaux effecteurs de la pompe respiratoire et sont innervés par des motoneurones spinaux.
D’autres muscles respiratoires participent a la régulation du débit respiratoire en contrdlant la

résistance des voies aériennes supérieures et sont innervés par des motoneurones craniens.

La commande respiratoire est contrdlée par un générateur central de rythme ou
“central pattern generator” (CPG) localisé dans le tronc cérébral qui maintient son activité en
I’absence d’entrée sensorielle périphérique. Au sein du CPG, les neurones responsables de la
genése du rythme proprement dite, I’horloge respiratoire, semblent reposer sur deux réseaux
oscillateurs distincts mais couplés fonctionnellement : le complexe pré-Boétzinger (preBotC)
au voisinage du noyau ambigu et des neurones dit “parafaciaux” localisés ventralement au
noyau moteur facial. Le réseau respiratoire comporte aussi de nombreux systémes de contréle
périphériques et centraux qui ajustent continuellement la commande respiratoire aux

différentes situations comportementales ou environnementales.

L’anatomie et la physiologie des circuits neuronaux de la respiration sont encore trés
mal comprises, comparativement a celles de la moelle épiniéere, du cortex ou du cervelet par
exemple. Les raisons de ce retard sont multiples. Tout d’abord, la taille et la position du bulbe
le rendent difficilement accessible, pour le moment, a I’imagerie fonctionnelle chez I’lhnomme.
Ensuite, méme chez I’animal, le bulbe est une sorte de terra incognita, sa prépondérante
partie « ventro-latérale » encore souvent appelée « formation réticulée », suggérant une
organisation confuse et camouflant le flou de nos connaissances sur une extraordinaire variété
de types neuronaux (la plus grande par volume de substance grise de tout le systeme nerveux )
et de circuits. Méme les entités les mieux connues, comme le principal oscillateur de la

respiration, le complexe pré-Boétzinger n’en sont qu’au début d’une définition cellulaire. Cette



situation est en train de changer grace a de nouveaux outils génétiques (permettant de
manipuler I’expression de génes dans des neurones pré-définis) et de nouvelles préparations
électrophysiologiques (permettant d’analyser les comportements respiratoires ex-vivo a des
ages périnataux).

Des travaux dans notre laboratoire ont, depuis quelques années, imposé le réseau
central respiratoire comme un modele pour I’étude de I’émergence des réseaux neuronaux au
cours du développement. Actif chez I’embryon & deux tiers de la gestation, il est un des
premiers réseaux genérant une activité rythmique organisée permettant de lier les acteurs
moléculaires des régulations développementales a I’apparition de populations neuronales
fonctionnellement identifiées et a leur contribution dans son fonctionnement intégré. Dans ce
contexte, ce travail vise a élucider le rdle d’une population d’interneurones bulbaires, dont la
pertinence dans la genése du rythme respiratoire et le chémoréflexe chez la souris nouveau-
née, ainsi que dans le syndrome d’Ondine, est rendue probable par nos travaux antérieurs—et

semble possible dans de nombreuses autres maladies.

La structure ciblée est un groupe d’interneurones bulbaires, le «noyau
rétrotapézoide » (ou Retro-Trapezoide Nucleus (RTN) en anglais, cette nomenclature sera
employée dans la suite de ce manuscrit), impliqué dans le chémoréflexe et I’accélération du
rythme respiratoire autour de la naissance. Le RTN a émergé comme candidat pour ces deux
roles gréce a de nombreux travaux récents, dont les nétres, inspirés par la symptomatologie
respiratoire du syndrome d’Ondine (apnées et abrogation du chémoréflexe) et son géne
causal, le facteur de transcription Phox2b, exprimé dans le RTN. Une confirmation de
I’implication du RTN dans le chémoréflexe en ferait également une cible thérapeutique de
choix dans les désordres respiratoires liés au sommeil. Cependant, les propriétés exactes du
RTN sont encore controversées. Notamment, si plusieurs lésions génétiques chez la souris
(étudiées par notre laboratoire) tendent toutes a confirmer ses roles supposés, aucune n’est
spécifique de ce noyau. Ainsi elles ne peuvent exclure des théories dites de « chémosensibilité
distribuée » qui attribuent le chémoréflexe & de nombreux ensembles neuronaux en parallele.
Dans cette thése, nous cherchons a analyser une nouvelle série de modéles génétiques pour
clore le débat sur le RTN et, si ses rdles sont confirmés, légitimer la recherche de moyens de

le manipuler chez I’homme dans une visée thérapeutique.

Il y a une dizaine d’années, la cause génétique du syndrome d’Ondine ou Syndrome
Congénital d’Hypoventilation Centrale (CCHS en anglais), une dysautaunomie complexe



associant, avec des pénétrances variables, le défaut respiratoire qui définit la condition, et
maladie de Hirschprung, neuroblastomes, troubles de la déglutition ou de la motricité oculaire
intrinseque, diminution de la variabilité du rythme cardiaque, etc... fut découverte par test de
génes candidats. Parmi ceux-ci, Phox2b, un déterminant attitré de la majorité des neurones du
systéeme nerveux autonome (SNA). Des mutations de novo dominantes dans PHOX2B —
expansions d’une série d’alanines ou délétions— se sont avérées expliquer la quasi-totalité
des cas d’Ondine. Parmi les sites d’expression de Phox2b connus & cette époque figuraient de
nombreux neurones impliqués dans la respiration —glomus carotidien qui mesure I’oxygene
et le CO; sanguin, noyau du tractus solitaire qui relaie plusieurs modalités sensorielles vers
I’oscillateur respiratoire, centres noradrénergiques, modulateurs du rythme —, dont aucun
cependant n’expliquait les symptdmes cardinaux du CCHS. Pour chercher les lésions
neuronales expliquant le déficit respiratoire, mon laboratoire a collaboré avec celui de Jean-
Francois Brunet & I’ENS qui avait initialement introduit, par knock-in chez la souris, la
mutation la plus fréquente du syndrome humain (alléle Phox2b®™*"? un allongement par 7
résidus d’une série de 20 alanines). Leurs premiers travaux avaient montré que la descendance
des chimeéres de ce knockin est dépourvue de chémoréflexe et meurt a la naissance par
irrégularité du rythme respiratoire, fournissant donc une excellente phénocopie de la mutation
humaine. Sur le plan histologique, avait été diagnostiquée I’atrophie d’un petit groupe de
neurones Phox2b™ sous le noyau moteur du nerf facial, le noyau rétrotrapézoide (RTN), objet
depuis quelques années de travaux physiologiques sur le réflexe chémosensible.

Ainsi, ces travaux génétiques et d’autres, physiologiques, attribuaient au RTN
plusieurs roles clefs dans le contréle respiratoire, d’une pertinence médicale certaine pour le
CCHS et probablement au-dela : ces neurones pergoivent le CO, in vivo, et peuvent accélérer
le rythme respiratoire, également in vivo, ce qui les met dans une position idéale pour relancer
la respiration au cours des apnées centrales. Cette propriété pourrait étre au cceur de tous les
troubles respiratoires du sommeil. De plus, le RTN est rythmique a la naissance et
probablement rythmogénique au sens ou il augmente le rythme spontané du principal

oscillateur respiratoire, le preBotC . Cette seconde propriété pourrait étre pertinente pour les
apnées du prématuré. Cependant, malgré ce corpus de données physiologiques et nos propres
travaux, des preuves définitives des réles du RTN manquaient, faute de délétions spécifiques.
L’enjeu d’attribuer ou non au RTN les propriétés de chémosensibilité et de rhythmogenése, et

particulierement un réle essentiel dans le chémoréflexe, est crucial : une confirmation



éliminerait les nombreux autres sites candidats qui sont encore explorés par la communauté
comme siége de chémosensibilité et Iégitimerait une focalisation de la recherche

thérapeutique sur ce groupe de neurones.

Obijectifs de la thése

Nous avons utilisé de nouveaux outils pour altérer génétiquement les neurones du

b27AIa

RTN avec plus de sélectivité que la mutation Phox2 (qui affecte potentiellement tous les

neurones Phox2b™) .

Notre premiére étude a exploité le fait que les neurones du RTN expriment
transitoirement deux autres facteurs de transcription : Lbx1 et Krox20, pour produire plusieurs
mutants chez lesquels une mutation nulle de Phox2b ou une mutation 27Ala (Phox2b?"A1#¢K)
est, non plus constitutive, mais déclenchée par une recombinase Cre sous le contrdle des
promoteurs de Krox20 ou Lbx1. En combinant ces deux criteres moléculaires —mutation de
Phox2b et une historique d’expression de Krox20 ou de Lbx1— les mutations ciblent des
sous-ensembles de neurones Phox2b™ différents, mais incluant tous le RTN (Publication 1 -

Journal of Neuroscience 2011).

Notre seconde étude a exploité I’expression par le RTN d’un quatrieme facteur de
transcription : Atohl dont la co-expression avec Phox2b caractérise le mieux les cellules du
RTN, pour produire des mutants Atohl nuls constitutifs ou conditionnels & I’expression d’une
Phox2b::Cre, des mutants Phox2b nuls conditionnels a I’expression d’une Atohl::Cre ainsi
qu’une lignée double conditionnelle Atoh1™7°"®;Phox2b::FLPo dans laquelle I’expression de
la Cre recombinase sous le contrdle d’Atohl est assujetie a I’excision d’un Stop par une flp
recombinase sous le controle de Phox2b donnant accés aux seules cellules ayant une double
histoire d’expression d’Atoh1 et de Phox2b. Cette combinaison est de loin la plus spécifique:
la co-expression de Atohl et Phox2b est spécifique du RTN et seulement d’une autre petite
population de neurones autour du noyau moteur du trijumeau (Publication 2 - eLife en

révision).

Notre troisieme étude encore en cours, a examiné une autre mutation humaine
diagnostique du CCHS: une mutation frameshift dans le gene Lbx1 introduite chez la souris
par le laboratoire berlinois de Carmen Birchmeier (Publication 3 en préparation).



Ces fonds génétique, nous ont permis de marquer, de pratiquer des enregistrements
électrophysiologiques ou optiques, d’invalider, d’activer par photostimulation
(optogénétique), de mettre au silence (par invalidation du transporteur vésiculaire du
glutamate) les neurones du RTN pour en préciser les réles fonctionnels et le développement
anatomique a différents stades de développement correspondant a divers états de maturation
du réseau central respiratoire: in vitro a E14.5 date d’apparition du RTN et a E16.5 lorsque
celui-ci est @ méme d’entrainer de facon chémo-dépendante le rythme respiratoire, in vivo, a

la naissance et a différents stades post-nataux, lorsque le chémoréflexe est fonctionnel.

L’ensemble de nos résultats démontre que le RTN est un composant obligatoire du circuit

chémoréflexe.
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I. Le réseau neuronal respiratoire

1. La respiration, un comportement robuste, inné,
capable de s’adapter rapidement

Nous respirons en toutes circonstances et, le plus souvent, de maniére inconsciente. Ce
comportement rythmique vital, régulier et spontané assure en interaction avec le systéme
cardiovasculaire un apport continu en oxygéne (O;) aux cellules de I’organisme et
I’évacuation du dioxyde de carbone (CO,) produit par le métabolisme cellulaire. Cette
fonction repose sur la présence au sein du cerveau d’une horloge respiratoire composée de
petits contingents de neurones, spontanément actifs, capables de déclencher de maniére
rythmique et alternée les cycles inspiratoires et expiratoires.

Les réseaux de neurones sous-tendant I’activité respiratoire doivent étre actifs dés la
naissance afin de répondre efficacement aux variations de pression partielle en O, (PaOy), de
CO; (PaCO,) et de pH. Ce comportement est mis en place chez le fcetus. Bien que les
échanges gazeux soient assurés par la circulation placentaire, des mouvements respiratoires
sont présents chez le feetus de nombreuses especes de mammiféres (Pronin et al., 1966 ;
Merlet et al., 1970) et sont essentiels au développement des différents muscles et organes
respiratoires, en particulier, le poumon (Milles et al., 1950). Lors de la parturition, la section
du cordon ombilical provoque un effondrement rapide de la PaO, et une augmentation de la
PaCO, provoquant une importante baisse du pH sanguin (voir équation 1). L’arrivée de ces
stimuli en provenance des chémorécepteurs centraux et périphériques active fortement le
systéeme respiratoire central et provoque les premiéres inspirations de forte amplitude
permettant notamment de vaincre les facteurs de résistance et de vider les alvéoles
pulmonaires du liquide qu’elles contiennent et d’établir la capacité pulmonaire résiduelle
(Poets et al., 1997 ; Ramanathan R., 2008). Rapidement, le nouveau-né adopte des

mouvements respiratoires réguliers afin d’assurer une ventilation pulmonaire efficace.

COZ + Hzo «—> H2C03 —> HCO_D,- + H+

Equation 1: Régulation du pH Sanguin par le systeme bicarbonate.

Les protons (H") produits lors du métabolisme cellulaire sont captés par les molécules HCOj3 afin d’étre éliminés
de I’organisme sous forme de CO,. Inversement, toute augmentation de la concentration de CO, dans
I’environnement (condition d”hypercapnie) provoque une acidification du pH sanguin.
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Par la suite cette fonction perdurant tout au long de la vie doit étre finement régulée et
coordonnée afin de générer des comportements plus complexes tels que la vocalisation, la
toux. Lors d’efforts physiques, I’augmentation du métabolisme cellulaire provoque une forte
demande en O, et la production de nombreux métabolites qu’il est important d’évacuer
rapidement grace a l’augmentation de [I’activité ventilatoire. De méme, suite a une
modification du milieu extérieur (augmentation de I'altitude induisant des phases hypoxiques,
phases d’hypercapnies...), seule une modification rapide de la fréquence respiratoire peut
permettre a I’organisme de s’adapter efficacement. De fait I’activité du générateur de rythme
respiratoire, bien qu’étant autonome, est sous I’influence directe de nombreux autres groupes
neuronaux. Celle-ci permet de relayer en continu les informations proprioceptives relatives
aux variations de pression partielle en O,/CO, (PaO,/PaCO,) sanguine en provenance des
chémorécepteurs (centraux ou périphériques) ou a I’étirement des poumons (réflexe de
Hering-Breuer). Dans ce premier chapitre, je présenterai les travaux ayant permis d’aboutir a
la découverte du CPG respiratoire.

2. Le réseau neuronal respiratoire
2.1 - Les neurones respiratoires
2.1.1 - Etude et classification

Les travaux pionniers de Flourens (1851), Lumsden (1923) et Stella (1938) ont permis
de mettre en évidence que le tronc cérébral, comprenant le pont et le bulbe rachidien, est le
siege de la commande centrale respiratoire. Par la suite, de nombreuses études ont permis de
décrire et localiser des groupes de neurones dits respiratoires. Ces neurones sont, a la
différence de la plupart des neurones constituant le systeme nerveux central (SNC),
directement identifiables par leur activité qui est corrélée a celle des sorties motrices

respiratoires.

Ces identifications ont éte réalisées en grande partie in vivo sur des animaux
anesthésiés ou décérébrés, paralysés, vagotomisés et ventilés artificiellement.
L’enregistrement de [I’activité respiratoire au niveau du nerf phrénique innervant le
diaphragme permet de révéler un rythme composé de trois phases distinctes. Le début de la
phase inspiratoire ou « on-switch » se traduit par une augmentation transitoire de I’activité

phrénique en début d’inspiration. Elle se poursuit par une phase d’activité croissante formant
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la « rampe inspiratoire » brutalement interrompue par I’«off-switch » qui marque le début de
I’expiration. La phase d’« off-switch » est généralement suivie d’une phase d’activité
résiduelle du nerf phrénique correspondant a la phase post-inspiratoire puis le nerf devient
silencieux pendant la phase expiratoire (Richter , 1982 ; Bianchi et al, 1995).

A la suite des travaux princeps réalisés a la fin des années 1930 (Gessell ,Bricker et
Magee., 1936) un grand nombre d’études ont permis de décrire plusieurs types de neurones
respiratoires en fonction (i) de la phase privilégiée du cycle pendant laquelle ceux-ci
déchargeaient (inspiratoire, post-inspiratoire, expiratoire) et (ii) de leur motif de décharge
(croissante, décroissante, transitionnelle). De fait, six classes de neurones ont pu étre établies :
les neurones pré-inspiratoires (pre-1), les neurones inspiratoires précoces, globaux et tardifs,
les neurones post-inspiratoires (post-1) et les neurones expiratoires (Figure 2).

2.1.2 - Fonction des neurones respiratoires

Par la suite, la fonction des neurones respiratoires a pu étre déduite de leur site de
projection axonale. Pour cela des expériences de stimulations électriques anti et
orthodromiques ont été réalisées permettant d’isoler trois types cellulaires caractérisés par leur
connectivité (Merrill, 1970 ; Bianchi ,1971). (i) Les motoneurones bulbaires innervent les
muscles lisses des voies aériennes supérieures et sont I’objet d’activation antidromique par
stimulations des nerfs vague, glossopharyngien, hypoglosse. (ii) Les interneurones
bulbospinaux contiennent les neurones pré-moteurs qui projettent du bulbe vers les groupes
de motoneurones spinaux et innervent les muscles respiratoires. Ces interneurones peuvent
étre activés par des stimulations de la moelle épiniére au niveau par exemple des
motoneurones phréniques, thoraciques ou abdominaux. Enfin (iii) les neurones respiratoires
qui ne présentent pas de réponse antidromique a ces mémes stimulations et qui sont qualifiés
d’interneurones propriobulbaires dont les projections axonales sont confinées au tronc

cerébral. Parmi ces derniers, se trouvent les neurones a I’origine du rythme respiratoire.
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Figure 1 : Enregistrement simultané
d’un neurone inspiratoire et de
I’activité de décharge du nerf
phrénique chez le chat in vivo.

La décharge du neurone inspiratoire (tracé
du haut) est synchronisée avec celle du nerf
phrénique (tracé du bas) qui commande la
contraction du diaphragme et génére ainsi la
phase inspiratoire (I). Ces enregistrements
sont effectués sur un animal anesthésié,
vagotomisé, paralysé et ventilé
artificiellement. L activité du nerf phrénique
enregistrée ici  représente donc une
respiration fictive produite par le CPG
respiratoire, indépendamment des afférences
sensorielles. Le début de I’inspiration est
appelé I'«on-switch» et la fin I'«off-
switch ». Apres inspiration, la décharge du
nerf comporte une composante de faible
activité formant la post-inspiration (PI) et
précedant une  phase  d’inactivation
correspondant a I’expiration (E).

Début de I’inspiration : Fin de I’inspiration
“on-switch” active : “off-witch™

Inspiration ,‘Post—inspiration Expiration

Figure 2:
T Classification des six
Lol types de neurones
e bulbaires respiratoires

Volume définis selc_)n_ leur
pulmonaire phase d’activité au
cours du cycle

Contraction respiratoire in vivo.
diaphragme

Ti Te

Ces différents types de

Contraction neurones ont été enregistrés
des muscles chez des animaux non
expiratoires anesthésiés mais

décérébrés, paralysés et
Neurones 1 ventilés  artificiellement.

précoces . Les_ neurones bulbair(?s
respiratoires sont répartis

Neurones I dans différentes aires du

globaux (rampe) tronc cérébral. Les
N “ enregistrements intra-

cellulaires et I’étude
Neurones I pharmacologique des
tardifs A relations  synaptiques a
permis de montrer
Neurones !’e>§islt(.ence de puissantes
post-1 inhibitions, par exemple
entre les neurones « pré-I »
Neurones et « .I rampe ». .C.e. sont ces
E2 relations d’inhibition ainsi
que les propriétés
Neurones éle_ctriques membranaires
pre-1 qui sont requises pour la
formation d’un  rythme

1 — n

respiratoire chez I’adulte.
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3. Les groupes respiratoires

A partir des expeériences réalisées in vivo et in vitro, il est possible de répartir les
différents neurones respiratoires en groupes anatomiques selon leur position au sein du tronc
cérébral. Chaque groupe respiratoire se compose de populations hétérogénes de neurones
respiratoires. La contribution fonctionnelle de ces groupes a pu étre déduite des modifications
de I’activité respiratoire engendrée suite & leur Iésion au sein du tronc cérébral. Deux types
d’arguments devaient, a I’époque, étre réunis afin pour démontrer I’implication d’un groupe
neuronal dans le contrdle central respiratoire: (i) sa lésion devait entrainer un déficit
respiratoire spécifique et (ii) sa stimulation devait induire une modification de I’activité
respiratoire basale. Ces travaux ont ainsi permis de poser les bases anatomiques des différents
groupes respiratoires et leurs afférences sensorielles et ainsi d’évaluer leurs contributions
fonctionnelles dans la genese et la modulation du rythme respiratoire. Dans cette partie nous
nous attacherons a détailler ces principaux groupes respiratoires.

3.1- Les régions respiratoires pontiques
3.1.1- Le groupe respiratoire pontique

Le groupe respiratoire pontique (PRG en anglais, Feldman ,1986), comprend les
noyaux parabrachiaux médians et du Koélliker-Fuse, composés de neurones déchargeant & une
fréquence correspondant aux cycles respiratoires. 1l est constitué de neurones inspiratoires,
expiratoires et transitionnels. Le PRG recoit des afférences en provenance du noyau du tractus
solitaire (NTS, Loewy et Burton, 1978), de I’area postrema et de la surface ventrale du bulbe
(Loewy et al. 1981) qui sont toutes des structures en relation avec les fonctions viscérales,
cardiovasculaires, gustatives et neuroendocrines. Ces afférences peuvent moduler le
comportement respiratoire. Les neurones du PRG projettent vers le thalamus et
I’lhypothalamus et entretiennent des connexions réciproques avec I’amygdale et le noyau
paraventriculaire. L’ensemble des expériences fonctionnelles menées jusqu’a aujourd’hui
semble montrer que le PRG peut influencer la terminaison des phases inspiratoires et la durée
des phases du cycle.

3.1.2 - Le groupe A5

Un second mécanisme controlant le rythme respiratoire provient de populations

neuronales localisées dans le pont latéral et ventrolatéral. Celui-ci implique les neurones
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noradrénergiques A5 (voir Figure 3) pouvant exercer une modulation négative sur le rythme
respiratoire dans des préparations de tronc cérébral isolé. La stimulation de ces neurones
entraine une diminution de la fréquence respiratoire et devient inefficace en présence
d’antagonistes noradrénergiques (Hilaire et al. 1989). Réciproquement, I’élimination du pont
entraine une augmentation de la fréquence respiratoire, des résultats congruent avec ce qui a
pu étre observé chez les souriceaux Rnx -/- présentant une hypoplasie des noyaux
noradrénergiques du tronc cérébral (Shirasawa et al., 2000). Il a été démontré que ce puissant
effet inhibiteur exercé par les neurones norédrénergique A5 sur la fréquence respiratoire

serait médié via I’activation des récepteurs a2-adrénergiques (Hilaire et al., 2004).

3.2 - Les régions bulbaires
3.2.1 - Le groupe respiratoire dorsal (DRG) et les afférences sensorielles

Le groupe respiratoire dorsal (« Dorsal Respiratory Group », DRG) est une structure
située dorsalement a la partie médiane du bulbe au niveau de I’obex (Bianchi et al, 1971). 1l
est constitué de la partie ventrolatérale du NTS composé de neurones presque exclusivement
inspiratoires (Baumgarten et al., 1958 , Bianchi et al., 1971, Von Euler et al., 1973). C’est au
sein de cette structure que se terminent les afférences en provenance des nerfs vague et
glossopharyngien. De fait, ce noyau est largement impliqué dans le contrble des activités
végeétatives cardio-vasculaires, respiratoires et digestives ce qui en fait un carrefour pour
I’intégration des phénomenes somatiques et Vvégétatifs de nombreuses fonctions
physiologiques.

Le NTS recoit de nombreuses afférences glossopharyngiennes et vagales en
provenance des récepteurs broncho-pulmonaires sensibles a I’étirement localisés au niveau
des alvéoles pulmonaires. A chaque inspiration, ceux-ci sont stimulés par I’augmentation de
la pression alvéolaire, provoquant un arrét réflexe de I’activité inspiratoire et la transition vers
la phase expiratoire (réflexe d’Hering-Breuer). En plus du réflexe d’inflation, I’existence d’un
réflexe de déflation pulmonaire initié par les récepteurs a I’étirement et intégré au sein du
NTS, a pu étre mis en évidence. Ces deux réflexes participent a la stabilisation du rythme
respiratoire chez le nouveau-né (Bystrzycka et al., 1972, 1980). Notons toutefois que le
réflexe de déflation joue un r6le moindre dans le contréle du comportement respiratoire chez

I’homme comparativement aux autres mammifeéres.
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Le NTS integre les afférences en provenance des récepteurs pulmonaires «J»
impliqués dans les réponses a I’cedéme ou a la congestion pulmonaire, des récepteurs laryngo-
trachéaux, capables d’initier le réflexe de toux et des récepteurs a I’irritation des voies
aériennes dont I’activité entraine une constriction des voies supérieures et augmente la
résistance au passage de Il’air. Le NTS recoit egalement I’ensemble des afférences
dopaminergiques en provenance des chémocepteurs périphériques (corps carotidiens et corps
aortiques) qui détectent les variations de PaO, et PaCO, Bien qu’il ait été démontré que le
chémoréflexe au CO, était principalement central, on estime que prés de 15% de ce réflexe
passe par les corps carotidiens (Cross et al., 1990). Ces mécanismes, absents a la naissance
(Pepper et al., 1995) sont particulierement importants pour I’établissement de réponses aux
stress hypoxiques et hypercapniques efficientes chez I’adulte.

Enfin, en plus des afférences broncho-pulmonaires et chémoceptrices périphériques,
le NTS établit de nombreuses connections avec des groupes bulbaires et supérieurs impliqués
dans la régulation de I’homéostasie. Il interagit avec le noyau moteur du dorsal du vague qui
contient les neurones pré-ganglionnaires parasympathiques impliqués dans le contréle des
fonctions cardiovasculaires et digestives. Il projette également, via le PRG, vers
I’hypothalamus, le thalamus et le cortex cérébral (Ter Horst et al., 1989, Herbert et al., 1990).

3.2.2 - Le groupe respiratoire ventral

Le groupe respiratoire ventral (“Ventral Respiratory Group >, VRG) a été décrit pour
la premiere fois par Bianchi en 1971 chez le chat. Il est composé d’un groupe bilatéral
formant une colonne longitudinale dans le bulbe ventrolatéral. Cette colonne est subdivisée en
trois régions : caudale (VRGc), intermédaire (VRGi) et rostrale (VRGr). La région caudale
s’étend de I’obex (limite ponto-bulbaire) jusqu’a la limite bulbo-spinale (décussation des
pyramides) et comprend le noyau rétro-ambigu (Merill, 1970). Elle est composée de neurones
expiratoires bulbospinaux qui projettent vers la moelle épiniére (Bianchi, 1971). Le VRGi
comprend le noyau ambigu contenant les corps cellulaires des motoneurones du noyau moteur
ventral des nerfs craniens glossopharyngien et vague, actifs a la fois lors des phases
d’inspiration et d’expiration. Il est également constitué du noyau para-ambigu, constitué des
neurones prémoteurs bulbaires projetant sur les motoneurones spinaux innervant les muscles
respiratoires thoraciques. Le VRGi contient aussi des neurones propriobulbaires chargés de

coordonner I’activité des muscles gérant la résistance des voies aériennes.
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La partie la plus rostrale du VRG (VRGr) est localisée a proximité du noyau rétro-
facial (partie antérieure du noyau ambigu). Elle comprend un ensemble dense de
motoneurones pharyngés inspiratoires et expiratoires ainsi que des interneurones respiratoires
projetant vers le bulbe caudal et la moelle épiniére (Bystrzycka et al., 1980). Certains d’entre
eux sont caractérisés par une décharge expiratoire croissante et forment un groupe appelé le
noyau Boétzinger (Feldman, 1986). Ces neurones projettent également vers le VRGi et VRGc
grace a des collatérales d’axone (Otake et al. 1987).

3.3 - Problémes poseés par I’organisation neuronale dans les centres
respiratoires

Malgre I’'important corpus des descriptions anatomo-fonctionnelles, I’implication des
diverses structures dans la mise en forme de la séquence inspiration, post-inspiration,
expiration restait dans les années 80 et demeure encore largement une question ouverte.
S’agissant du probleme de la genése du rythme en soi, il semblait alors que celle-ci reposait
principalement sur des mécanismes d’inhibitions réciproques entre différentes classes de
neurones respiratoires et donc était une propriété émergente du réseau. Nous verrons que cette
idée est de nouveau mise en avant actuellement méme si les inhibitions synaptiques ne sont
plus considérées comme requises pour la genése du rythme. Des avancées significatives ont
été réalisées en regard d’influences nouvelles notamment de par les recherches sur les
générateurs centraux d’un certain nombre d’espéces d’invertébrés (Delcomyn., 1980) et
I’avenement des préparations dites in vitro isolant des parties de cerveau dans lesquelles

I’activité des réseaux neuronaux était maintenue.

La mise en évidence en 1984 du maintien d’une activité spontanée respiratoire dite
« fictive » sur des préparations in vitro de tronc cérébral-moelle épiniére (Suzue, 1984) permit
d’envisager I’existence d’un générateur central du rythme respiratoire a I’instar de ceux
contrlant des comportements rythmiques stéréotypés chez les invertébrés. Ces préparations
ont pour avantage de préserver I’intégrité du tronc cérébral et de la moelle épiniére permettant
I’enregistrement des bouffées de décharges inspiratoires au niveau de la racine motrice du
nerf phrénique C4 et la manipulation de la composition du milieu extracellulaire. Par
exemple, I’application d’une solution & pH acide permettait d’accélérer la fréquence
spontanée des activités en C4 tandis que I’application de bloquants pharmacologiques

respiratoires (D-Alanine ou Somatostatine) mettait sous silence le réseau. Ce travail confirma
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I’idée selon laquelle I’ensemble des acteurs cellulaires nécessaires et suffisants a la genese du
rythme étaient présents au sein du tronc cérébral.

Par la suite, de nombreux travaux in vitro ont eu pour but de définir de fagon aussi
précise que possible la localisation et les propriétés fonctionnelles des acteurs cellulaires
requis a la genése du rythme. (Smith et al., 1991; Onimaru et al., 2003 ; Morin -Surun et al.,
1992 ; Rekling et al., 1996).

4. Le générateur central de rythme respiratoire
4.1 - L’oscillateur respiratoire du complexe pré-Botzinger

L’essor des préparations in vitro a permis en quelque sorte de re-visiter la notion de
nceud vital respiratoire (Flourens ,1851). En procedant a des sections transverses a différents
niveau rostro-caudaux dans le tronc cérébral de rat, Smith et al ont pu identifier au sein du
VRG, une tranche transversale de la médulla oblongata suffisante au maintien d’une activité
rythmique de type respiratoire enregistrable sur les racines du nerf hypoglosse (Figure 4 ;
Smith et al., 1991). De fait cette préparation réduite apparaissait contenir I’ensemble des
éléments neuronaux, suffisant pour la production du rythme respiratoire. Ces neurones sont en
fait confinés au sein d’une structure unique baptisée complexe pré-Botzinger (preBotC) qui
apparait dés lors comme le générateur central du rythme respiratoire (CPG pour Central
Pattern Generator).

Depuis sa découverte, ce CPG a pu étre observé chez de nombreux modeles d’études
rongeurs (souris, cochon d’inde), et mammiféres (lapin, chevre) et une localisation
anatomique du preBotC humain a été proposée (Schwarzacher et al., 2011). Depuis sa
découverte de nombreuses expériences visant a léser spécifiquement les neurones du pre-
B6tC ou a interférer avec leur activité ont conforté son réle crucial dans la genese du rythme
respiratoire (Tan et al., 2008 ; Gray et al., 2001 ; McKay et al., 2005). Des travaux in vitro
suggerent qu’en plus du rythme de I’eupnée, le preBotC soit aussi impliqué directement dans
la genese d’autres formes respiratoires, telles que les soupirs (« augmented breath ») ou
I’activité « gasping » de suffocation (Lieske et al., 2000 ; Cherniack et al., 1981 ; Orem and
Trotter., 1993).
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Figure 3 : Représentation schématique des groupes respiratoires et de leurs interactions au sein
du tronc cérébral

Projection sur le plan horizontal (a) et sur le plan sagittal (b).

Les différents neurones respiratoires modulateurs sont répartis et organisés au sein du tronc cérébral en groupes
respiratoires représentés ici en bleu: le groupe respiratoire pontique (PRG), les neurones catécholaminergiques du
groupe A5 (A5), le groupe respiratoire dorsal (DRG) et le groupe respiratoire ventral (VRG). Les groupes
neuronaux formant le générateur central de rythme respiratoire (CPG) sont signifiés en rouge. Le CPG se compose
de deux oscillateurs respiratoires, le complexe pré-Bétzinger (preBétC) a partir duquel sont générées les bouffées
d’activités inspiratoires, et le groupe respiratoire parafacial (pFRG), également appelé noyau rétrotrapézoide
(RTN). Ce dernier, localisé a la surface ventrale du noyau moteur Facial, possede des propriétés de chémoception
centrale au CO, et présente, en fonction des stades étudiés, des activités pré-inspiratoires ou expiratoires actives.

Dénomination des différentes structures et noyaux médulaires:

4Va: Partie antérieure du 4iéme ventricule, 5 : Noyau moteur du Trijumeau, 6 : Noyau de I’Abducens, 7 : Noyau
moteur Facial, 7n : nerf Facial, 12 : Noyau de I’Hypoglosse, Amb : Noyau Ambigu, DVMN : Noyau moteur dorsal
du Vague, Lc : Locus Coeruleus, NTS : Noyau du Tractus Solitaire, OS : Olive Supérieure, Pn : Noyau Pontique,
PnC : Noyau Pontique caudal, TC : Tractus Solitaire, VCo : Noyau vestibulo-cochléaire, Ve : Noyaux
Vestibulaires, VLL : lemniscus ventro-latéral.
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Cet oscillateur est formé de deux groupes de neurones bilatéralement synchronisés
(Smith et al., 1991). Chez I’adulte ces groupes se composent de neurones pré-inspiratoires et
inspiratoires (tous deux glutamatergiques) ainsi que d’une population de neurones inspiratoire

précoce inhibitrice (glycinergique) (Molkov et al., 2013 ; Connelly et al., 1992).

L activité rythmique de I’oscillateur repose sur une forte connectivité glutamatergique
au sein du réseau (Smith et al., 1991). De fait, le blocage pharmacologique (CNQX ; Smith et
al., 1991 ; Thoby-Brisson et al., 2005) ou génétique (délétion du gene Vglut2 codant pour le
transporteur vésiculaire du glutamate conditionnant dans I’ensemble du tronc cérébral le
remplissage des vésicules pré-synaptiques, Wallen-Mackenzie et al., 2006) de ce type de

neurotransmission entraine une disparition du rythme respiratoire.

Il a été démontré que cette région pouvait étre anatomiquement caractérisée par
I’expression du récepteurs NKR1 a la substance P (SubP), absent des structures adjacentes
(rVRG et BOtC) (Gray etal., 1999 ; Wang et al., 2001). Ces neurones co-expriment d’autres
marqueurs anatomiques tel le neuropeptide somatostatine (Sst+, Stornetta et al., 2003), le
récepteur a la neurotrophine BDNF (TrkB, Thoby -Brisson et al., 2003), les récepteurs
opioides de type u (LOR ; Gray et al., 1999) ou certains récepteurs a I’ATP (P2Y, Lorier et
al., 2007 ; Huxtable et al., 2009). Au cours de I’année 2010, deux études ont pu mettre en
évidence que I’ensemble de ces neurones dérivent de progéniteurs neuronaux exprimant le
géne a homéobox Dbx1 et ainsi que I’expression de ce facteur de transcription permet de
récapituler I’ensemble de la population constitutive de I’oscillateur (Bouvier et al., 2010 ;
Gray etal., 2010).

Le rble vital du preBotC pour la genése des phases inspiratoires a pu étre démontré in
vivo gréce a différentes approches pharmacologiques (Tan et al., 2008 ; Gray et al., 2001), de
Iésion toxique (SP-SAP; McKay et al., 2005), génétiques (Bouvier et al., 2010) ou
optogeénétiques (Smith et al., en préparation). Citons ici I’élégante étude permettant d’adresser
le r6le fonctionnel des neurones Sst+ pour la production du rythme respiratoire. Grace a des
approches utilisant des vecteurs viraux, les auteurs ont pu induire I’expression d’un canal
exogene potassique, le récepteur ionotropique a I’ Allatostatine (AlsR), au sein des neurones
Sst+ du preBotC. Chez les animaux anesthésiés, I’application iontophorétique du ligand
allatostatine induit I’ouverture du canal, I’hyperpolarisation des neurones transfectés et la

mise sous silence de I’activité respiratoire.
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Figure 4 : Le preBotC est a I’origine du rythme respiratoire

(a) Représentation schématique du tronc cérébral en vue sagittale illustrant la position du preBotC au sein de la médulla
ventrale. Les différents lignes verticales présentent les positions rostro-caudales des sections étagées réalisées sur une
préparation de tronc cérébral/moelle épinicre isolée de rat adulte in vitro. Le rectangle hachuré indique la région nécessaire
pour la production du rythme. (b) Graphique présentant I’évolution de la fréquence respiratoire (normalisé par rapport a la
fréquence contrdle) enregistrée au niveau du nerf phrénique suite a la réalisation de sections transverses séparées de 75um,
dans le sens rostro-caudal. Nous pouvons observer que les sections rostrales au preBotC (positions 1 & 7) n’entrainent
aucunes modifications de I’activité respiratoire tandis que celles réalisées en son sein (8-11) abolissent I’activité motrice
rythmique, démontrant le caractére nécessaire de ce réseau neuronal. (¢) Le preBotC peut étre isolé dans une tranche
transverse. L’enregistrement des racines motrices du XlIn révéle la persistance d’une activité rythmique spontanée et
bilatéralement synchronisée. L’enregistrement des neurones du preBotC par des approches de patch clamp en configura-
tion cellule enti¢re (haut) met en évidence que les neurones constitutifs de ce réseau déchargent des bouffées de potentiel
d’action en phase avec 1’activité des sorties motrices démontrant qu’ils sont la sources de I’activité rythmique.

10: Olive Inférieure, cNA: Noyau Ambigus caudal, LRN: Noyau Réticulaire Latéral, RFN: noyau rétro-facial, rVRG:
Groupe Respiratoire Ventral rostral, SO: Olive Supérieure, SSP: noyau spinal du trijumeau, 7: noyau moteur du facial, XII:
noyau de I’Hypoglosse, XIIn: nerf Hypoglossal

Adapté de Smith et al., 1991

Ces résultats suggérent que ce petit contingent est nécessaire pour la genese du rythme

respiratoire (Tan et al., 2008).

4.2 - Groupe respiratoire para-facial et noyau rétro-trapézoide
4.2.1 — Découverte

Par une approche éléctrophysiologique sur des préparations de tronc cérébral moelle
épiniere isolées de rats nouveaux-nés (P0-P4), une seconde structure rythmique a été décrite
dont le profil d’activité suggérait une implication directe dans la genése du rythme

respiratoire. Les neurones de cette structure localisée au niveau du noyau moteur du nerf
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facial présentaient un pattern de décharge particulier (Onimaru et al., 1987, Onimaru et
Homma 1987, 2003). Bien que la majorité des potentiels d’action soit émis au cours de la
phase post-inspiratoire, une partie de la décharge avait lieu pendant la période pré-
inspiratoire.(Figure 5). Localisé a la surface ventro-latérale du noyau moteur du nerf facial
cette structure néonatale a été baptisée : groupe respiratoire parafacial (pFRG) (Onimaru et
al., 2003).

Il se trouve que la localisation du pFRG correspond chez I’adulte a celle d’une

structure connue comme le noyau rétrotrapézoide (RTN).

Chez le chat adulte, par des techniques de tragage anatomique rétrograde des axones,
Smith et al mettent en évidence que les neurones du RTN projettent vers I’ensemble des
groupes respiratoires rostraux, dorsaux et ventraux (Smith et al., 1989 ; Connelly et al.,
1989). Ce groupe de neurones, nommé donc noyau rétro-trapézoide, possédait deux
caracteristiques potentiellement intéressantes dans le cadre de la physiologie respiratoire.
Premierement, il était localisé a proximité du complexe Botzinger, région ventrolatérale du
bulbe définissant a I’époque la partie la plus rostrale du groupe respiratoire ventral. D’autre
part, ce noyau était anatomiquement localisé au méme emplacement que I’aire « M » zone
alors méconnue mais dont on savait qu’elle était impliquée dans les phénomenes de
chémoception centrale chez le chat (Mitchell et al., 1963). A cause de sa lo