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Résumé

Les patients atteints d'épilepsie du lobe temporal (TLE) ainsi que les rats injectés a 1'acide
kainique (KA) exhibent des patrons pathophysiologiques similaires de crises, de sclérose de
I'hippocampe et de perte de certains types neuronaux. Parmi les cellules atteintes dans le
modéle KA du TLE on retrouve certains interneurones inhibiteurs du CAl. En effet,
certains interneurones des couches oriens et alveus (O/A-IN) meurent suite & une injection
de KA chez le rat, contrairement aux interneurones a la bordure des couches radiatum et
lacunosum/moleculare (R/LM-IN) de la méme région. Bien que cette perte soit empéchée
par des antagonistes des récepteurs glutamatergiques métabotropes de groupe I
(mGluR1/5), la cause de cette perte sélective des O/A-INs reste a étre précisée. Au cours
des travaux de cette theése, nous avons effectué¢ des enregistrements de patch-clamp en
configuration cellule-entiere en modes courant- et voltage-imposé couplés a l'imagerie
calcique pour étudier les causes de la vulnérabilité sélective des O/A-INs dans ce modeéle.
Dans un premier temps, nous avons évalué les effets d'une application aigué de KA sur les
propriétés membranaires et calciques pour voir s'il y avait des différences entre les O/A-INs
et R/LM-INs qui pourraient expliquer la vulnérabilité. Nos résultats montrent que les
dépolarisations et variations de résistance d'entrée ainsi que les augmentations de calcium
intracellulaire, dépendantes principalement des récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxasole propionic acid (AMPA), sont similaires entre les deux types d'interneurones suite
a des applications aigiies de KA. Ceci indique que 1'effet aigu du KA sur les interneurones

ne serait pas la cause de la vulnérabilité¢ des O/A-INs. Dans un second temps nous avons
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comparé l'implication des sous-types de récepteurs mGluR1 et 5 dans l'activité
épileptiforme des deux types d'interneurones évoquée dans un modele de tranche
désinhibée. Dans ce cas, nos données montrent un role important des mGluR1 et 5 activés
synaptiquement lors des décharges épileptiformes et ce, de maniere spécifique aux O/A-
INs. Les courants synaptiques sous-tendant ces décharges impliquent des récepteurs
ionotropes et métabotropes du glutamate. En présence d'antagonistes des récepteurs
ionotropes glutamatergiques, les courants synaptiques sont biphasiques et formés de
composantes rapide et lente. Les récepteurs mGluR1 et 5 sont différemment impliqués dans
ces composantes: les mGluRS étant impliqués dans les composantes rapide et lente, et les
mGIuR1 que dans la composante lente. Ces résultats indiquent que les mGluR1 et 5
contribuent différemment a l'activité épileptiforme, et spécifiquement dans les O/A-INs, et
pourraient donc étre impliqués dans la vulnérabilité sélective de ces interneurones dans le
modele KA.

Mots-clés : Epilepsie du lobe temporal (TLE), modéle KA, tranche d'hippocampe, CA1,
vulnérabilit¢ sélective, interneurones inhibiteurs, récepteurs métabotropes groupe

I(mGIuR1/5).



Abstract

Temporal lobe epilepsy (TLE) patients, as well as kainic acid (KA)-treated rodents,
display similar pathophysiological patterns of behavioural seizures, hippocampal sclerosis
and loss of certain neuronal types in the hippocampus. Among the cell types selectively
vulnerable in the experimental KA model of TLE are certain inhibitory interneurons of the
CAL hippocampal region. Specifically, interneurons located in the oriens and alveus layers
(O/A-IN) are lost following KA injections, whereas interneurons found in the
radiatum/lacunosum-moleculare layers (R/LM-IN) are resistant. Although it has been
shown that the group I metabotropic glutamate receptor (mGluR1/5) inhibitors can block
this cell loss seen in the KA model, the precise cause of the selective O/A-IN vulnerability
remains to be clarified. In this thesis, we have performed whole-cell patch-clamp
recordings with simultaneous calcium imaging in an effort to elucidate the cause of the
selective vulnerability of O/A-INs. We first determined the effects of acute KA applications
on membrane properties and intracellular calcium rises in hippocampal slices to see if they
might be different between O/A-INs and R/LM-INs. Our results reveal similar o-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxasole propionic acid (AMPA) receptor dependent membrane
depolarizations, input resistance variations and calcium reponses in these cells following
KA applications, suggesting that acute KA actions may not cause the selective vulnerability
of O/A-INs. Furthermore, we evaluated the contribution of mGIluR1/5 to epileptiform
discharges evoked in a disinhibited slice model, comparing responses between O/A-INs and

R/LM-INs. Our data show an important role of synaptically activated mGluR1/5 during
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epileptiform discharges specifically in O/A-INs. In addition we show that the synaptic

currents underlying these discharges involve ionotropic and metabotropic glutamate
receptors. In the presence of antagonists of ionotropic glutamate receptors, synaptic
currents are biphasic and composed of fast and slow components. mGluR1 and mGIuRS are
involved differently in these components with mGluR5 implicated in fast and slow
components and mGluR1 in the slow component only. Our findings therefore suggest that
mGlIuR1 and 5 contribute differently to epileptiform discharges, and do so specifically in
O/A-INs, suggesting that their activation may contribute to the selective vulnerability of

these interneurons in the KA model of TLE.

Keywords : Temporal lobe epilepsy (TLE), hippocampal slices, CA1, kainic acid model,

selective vulnerability, inhibitory interneuron, metabotropic glutamate receptor (mGIluR1/5)
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Introduction



1.1 Présentation de la pathologie

1.1.1 Historique

Le terme épilepsie vient du mot grec 'epilambanein' qui signifie "étre saisi" ou "étre
pris" et ferait référence a une personne en pleine crise (Engel J Jr 1989). L'épilepsie était
ainsi considérée au Moyen-age, et méme bien avant, comme étant une emprise transitoire
d’un corps par des esprits démoniaques. La personne ainsi atteinte pouvait présenter des
manifestations durant lesquelles les yeux se révulsaient dans leur orbite, ou le corps tout
entier était a la fois crispé et spastique, ou elle perdait connaissance et chutait. Ces
symptomes étaient lourds de conséquences pour la personne, dite possédée, car a I’époque,
la présumée alliance avec le Diable, qu’elle soit légitime ou non, pouvait justifier de faire

subir de graves sévices corporels et d’accorder une invitation privilégiée pour le blicher.

Or, déja aux environs de 400 av. J-C, Hippocrate avait proposé dans un des premiers
écrits sur la maladie que les vertus diaboliques attribuées a cette condition n’étaient
aucunement fondées et que méme la religion et la priere ne permettaient pas d’enrayer les
symptomes, maintenant dénommeés crises d’épilepsie (Engel J Jr 1989). Ces symptomes
sont regroupés dans un ensemble de types d’épilepsies selon des critéres particuliers
d'altération ou non de la conscience, de spasticit¢ musculaire limitée ou généralisée au
corps entier et de I'age de I’individu a 1’apparition des premieres crises (Engel J Jr 1989).
On reconnait maintenant, aussi grace au texte d'Hippocrate, que les crises sont plutot dues a

un déréglement qui se situe au niveau du cerveau. Mais ce n'est que bien plus tard au cours
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des temps modernes que les travaux de chercheurs et neurologues ont contribué de
manieére significative a la description, l'identification et la compréhension de 1'épilepsie
chez I'humain. Ceci inclut les travaux de Hughlings Jackson qui a décrit extensivement les
crises psychomotrices provenant du lobe temporal, de Wilder Penfield pere de la carte
somatotopique générée par stimulations €lectriques corticales chez des patients épileptiques
¢éveillés, et de Herbert Jasper, ancien membre de notre département qui a largement
développé 1'¢lectroencéphalographie et les enregistrements de cellules unitaires (Feindel W
1999).

La prévalence de ce trouble neurologique est de prés de 1% de la population des
Etats-Unis (selon 1'American Epilepsy Society). Il est toutefois possible que le nombre de
cas soit, en fait, plus €élevé puisqu'en bien des endroits du monde les cas ne peuvent étre
répertoriés faute de neurologues, que la religion et les mceurs anciennes au sein de la
population excluent les personnes atteintes, ou que méme en pays industrialisés 1'origine

négative demeure dans l'inconscient collectif rendant la stigmatisation facile.

1.1.2 L'épilepsie chez I'humain

De nos jours, 1'épilepsie est reconnue comme étant la manifestation de plusieurs
crises récurrentes déclenchées spontanément chez un individu (Engel J Jr 1989). Ces
manifestations sont d'origines multiples et leurs causes peuvent étre d'ordre génétique, ou
dues a des malformations congénitales, des traumatismes périnataux, des traumatismes au
courant de la vie ou, comme dans la majorité des cas, de causes inconnues. Les nombreuses

causes donnent lieu a divers syndromes épileptiques dont la classification fait 1'objet d'une
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controverse (Engel J, Jr. 2006; Wieser HG 2003) étant donné le nombre important de

types d'épilepsies répertoriés, de types de crises et des critéres comportementaux,
¢lectrophysiologiques, pathophysiologiques, anatomiques ou génétiques sur lesquels on se
base pour les identifier, surtout en absence de Iésion. Mais selon une classification
simplifi¢e (Engel J Jr 1989), les crises qui se définissent comme étant une hyper-
synchronisation de l'activité¢ électrique cérébrale, peuvent étre partielles ou généralisées
selon que les crises soient initiées uni- ou bi-latéralement ou qu'il y ait propagation
subséquente de cette hyperactivité a tout un lobe, un hémisphére ou au cerveau entier a
partir de la région initiatrice du foyer épileptique. Les crises partielles sont complexes ou

simples selon qu'il y ait ou non altération ou perte de la conscience au moment de 1'épisode.

L'une des régions cérébrales la plus souvent atteinte par un foyer épileptique est le
lobe temporal. L'épilepsie du lobe temporal est ainsi associée a des sensations
émotionnelles trés caractéristiques ressenties quelques secondes avant le début d'une crise,
soit le phénoméne de l'aura qui survient entre autres a cause de I'implication du complexe
amygdalien, structure du lobe temporal considérée comme étant le centre des émotions
(Bancaud J et al. 1966; Cahill L et al. 1995; Phelps EA 2004). Les manifestations mais
surtout les sensations précises et complexes, parfois méme intrigantes, reliées aux émotions
lors de ce phénoméne ont été décrites par des auteurs tels Feodor Dostoievsky, lui-méme
épileptique, et dont le protagoniste est atteint d'épilepsie’ ou encore le Dr. Oliver Sacks

relatant une description détaillée de ses patients atteints d'épilepsie du lobe temporal®.

"L'idiot" de Feodor Dostoievsky, 1868-69
* "L'homme qui prenait sa femme pour un chapeau" de Dr. Oliver Sacks, 1985
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L’¢épilepsie du lobe temporal (TLE) est un trouble chronique du systeme limbique
marqué par diverses modifications de son circuit neuronal. Parmi les structures les plus
impliquées dans 1'épileptogenese et affectées dans la TLE on retrouve I'hippocampe, ainsi
que le cortex entorhinal et le complexe amygdalien (Jones RS et Lambert JD 1990;
Barbarosie M et Avoli M 1997; Munari C et al. 1979). La premié¢re description de la
vulnérabilit¢ de 1'hippocampe et la dénomination "sclérose de la corne d'Ammon" est
attribuée a Sommer un médecin allemand en 1880 (Sommer W 1880; Mathern GW et al.
2007), suite a I'examen microscopique des changements survenus dans la couche

pyramidale de 1'hippocampe chez des patients épileptiques.

La TLE étant parmi les types d’épilepsies les plus difficiles a traiter par médication,
la chirurgie est une forme de thérapie treés utilisée menant a des résultats efficaces pour les
patients ayant un foyer bien délimité n'étant pas situé dans une zone du cerveau responsable
de fonctions importantes tels la mémoire, la parole ou la vision (Penfield W 1959; Duncan
JS 2007). Ainsi, ’exérése de structures du systeme limbique comme [’hippocampe,
I’amygdale, le cortex temporal ou parfois, tout le lobe temporal épileptique permet, dans
certains cas, d’enrayer les symptomes de crises récurrentes (Duncan JS 2007; Bocti C et al.
2003; Vigouroux R 1953). Ces procédures chirurgicales ont permis 1’expansion de la
recherche fondamentale sur le domaine par les études faites sur le tissu humain épileptique

apres excision du foyer épileptogene (Isokawa M 1996; Gibbs JW, III et al. 1996).

La majorit¢ des changements lors de la TLE ayant lieu dans l'hippocampe, il
convient de bien comprendre le fonctionnement de cette région du cerveau dans son état

normal avant d'y étudier 1'état pathologique.



1.2. Formation hippocampique

1.2.1 Organisation anatomique

La formation hippocampique comprend le cortex entorhinal (CE) et le subiculum
(Sub) en plus du gyrus dentelé (DG), le CA3 et le CAl, qui sont les trois principales
régions de I'hippocampe. Cette structure du lobe temporal tire son nom de sa ressemblance,
en coupe transversale, a la forme de la queue de I'hippocampe de mer. La configuration
caractéristique de 1'hippocampe forme un circuit neuronal intrins€que constituant une
boucle poly-synaptique (Teyler TJ et DiScenna P 1984). Les afférences de 1'hippocampe
proviennent des aires corticales associatives frontales, pariétales et temporales (Kandel ER
et al. 2000) et sous-corticales du septum, du raphé, du locus coeruleus et de I'hypothalamus
(Leranth C et Hajszan T 2007) en passant tout d'abord par les cellules pyramidales et les
cellules stellaires du CE (Alonso A et Klink R 1993). Les axones de ces neurones de la
couche II du CE projettent vers les cellules granulaires du DG formant la voie perforante
(Alonso A et Klink R 1993) (Fig A). Les axones des cellules granulaires projettent vers les
cellules pyramidales de la région de la Corne d'Ammon (CA3) (Lorente de No 1934)
formant la voie des fibres moussues (MF) ainsi nommées a cause de leurs axones épineux.
Puis les axones issus du CA3 projettent vers les cellules pyramidales du CA1 formant la
voie des collatérales de Schaffer (SC). Finalement, les axones des cellules pyramidales du
CAL projettent aux cellules du subiculum (Sub), qui a leur tour dirigent leurs axones vers le
CE (Swanson LW et al. 1978). Les neurones du CE établissent des connexions extra-

hippocampiques vers le cortex pré-frontal et olfactif par le fornix et 'aire rétro-spléniale, ou
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les aires pariétales et insulaires (Cenquizca LA et Swanson LW 2007). Le CE occupe ainsi
une position centrale permettant des interconnexions bidirectionnelles entre I'hippocampe et

le reste du cortex cérébral (Amaral DG et al. 1987).

Par contre, des évidences anatomiques et physiologiques montrent qu'il y a aussi des
connexions qui outrepassent la boucle poly-synaptique classique de sorte que, d'une part,
des axones issus de la couche III du CE projettent vers le CA1 et font des connexions au
stratum lacunosum/moleculare (L/M), formant la voie temporo-ammonique (Desmond NL
etal. 1994; Ang CW et al. 2005), ainsi que des connexions directes au CA3 (Yeckel MF et
Berger TW 1990). D'autre part, des afférences extrinséques a la formation hippocampique
issues du cortex péri-rhinal projettent vers le subiculum possiblement impliquées dans le
processus de mémoire (Naber PA et al. 1999) et des afférences sous-corticales provenant
du noyau reunien du thalamus projettent directement au CA1 (Bertram EH et Zhang DX

1999).

Adapte de: http://'www. bristol.ac. uk/synaptic/info/pathway/hippocampal . htm



Figure A: Régions et principales voies de I'hippocampe.

Coupe transversale de I'hippocampe illustrant les principales régions (DG:
gyrus dentelé; CA3; CAl; Sb: subiculum) ainsi que les voies impliquées
dans la boucle poly-synaptique (MPP, LPP: voie perforante médiale et
latérale; MF: fibres moussues; SC/AC: colatérales de Schaffer/ fibres
associatives et commissurales) et la voie temporo-ammonique. La
provenance des principales afférences (couches II/IV,III/V du CE et
I'hippocampe contro-latéral par les fibres AC), ainsi que la destination des
efférences (CE médial [MEC] et latéral [LEC] et I'hippocampe contro-
latéral), sont indiquées. Les deux types d'interneurones étudiés ici (O/A-IN,

R/LM-IN) sont présents.

Une des caractéristiques morphologiques de l'hippocampe est la disposition des
cellules granulaires et pyramidales qui sont alignées en couches ordonnées. Ainsi dans la
région CAl, le stratum lacunosum/moleculare correspond a la couche ou se trouvent les
dendrites apicales les plus distales des cellules pyramidales, le stratum radiatum (Rad)
correspond aux dendrites apicales distales et proximales, le stratum pyramidale (Pyr)
correspond aux corps cellulaires, le stratum oriens (Or) correspond aux dendrites basales et
aux segments initiaux des axones, et l'alveus (Alv) correspond aux faisceaux d'axones des
cellules pyramidales. Cette organisation laminaire du circuit neuronal, en outre, facilite les
enregistrements électrophysiologiques de 1'hippocampe étant donné les faisceaux d'axones
et les arborisations dendritiques regroupées, ce qui a pour avantage de produire des

réponses synaptiques de plus grande amplitude.
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Les cellules granulaires et les cellules pyramidales sont les cellules principales de
I'hippocampe a cause de leur nombre important et du fait qu'elles forment la boucle
synaptique excitatrice intra-hippocampique. Par contre, il existe aussi d'autres types de
neurones au sein du réseau hippocampique. Les interneurones, dites cellules non-
principales, sont moindres en nombre et majoritairement inhibitrices mais jouent,
néanmoins, un réle important dans le réseau (Freund TF et Buzsaki G 1996;Cobb SR et al.

1995).

1.2.2 Interneurones inhibiteurs de 1'hippocampe

Les travaux anatomiques de Ramon y Cajal (DeFelipe J 2002) ont contribué a la
découverte que les interneurones constituent un ensemble cellulaire hétérogene. Plus
récemment, les interneurones hippocampiques ont été classifiés selon des critéres de
morphologie cellulaire et de localisation intra-hippocampique, ainsi que de propriétés
neurochimiques, ¢électrophysiologiques et synaptiques (Maccaferri G et Lacaille JC 2003;
Freund TF et Buzsaki G 1996). Il existe une grande diversité d'interneurones dans chacune
des régions de 1'hippocampe (Freund TF et Buzsaki G 1996), mais la description suivante

portera essentiellement sur la région CA1 qui est traitée dans les travaux de cette these.

Criteres morphologiques

Généralement, la forme oblongue ou multipolaire du corps cellulaire des
interneurones les distingue des cellules pyramidales de forme triangulaire (Lacaille JC et
Schwartzkroin PA 1988b). Une classification morphologique des interneurones du CAl a

¢été ¢laborée en se basant sur la localisation de leur corps cellulaire et la distribution de leurs
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arborisations dendritiques et axonales (Somogyi P et Klausberger T 2005). Initialement

selon ces auteurs, seize types d'interneurones forment des synapses sur les cellules
pyramidales locales (figure B), incluant: 1) les cellules ayant des terminaisons dans la
région péri-somatique (cellules axo-axoniques et a panier); 2) les cellules ayant des
terminaisons au niveau des synapses des collatérales de Schaffer et des fibres
commissurales (cellules bistratifiées, O-LM, associées aux collatérales de Schaffer et
neurogliales); 3) les cellules ayant des terminaisons dans d'autres régions (cellules associées
a la voie perforante du DG, trilaminaires projetant au subiculum, de rétro-projection vers le
CA3 et le DG, et a double projection vers le subiculum et le septum) et finalement 4) les
cellules spécifiques aux interneurones (Somogyi P et Klausberger T 2005). Ce nombre a
récemment €té révisé a la hausse atteignant jusqu'a 21 types d'interneurones par 1'ajout des
cellules "Ivy" similaires aux bistratifiées mais a décharge lente, des cellules innervant les
dendrites apicales, des cellules dans I'oriens ou le radiatum projetant vers le subiculum et le
EC, et des cellules exprimant principalement la calbindine ou I'acétylcholine (Klausberger

T et Somogyi P 2008).
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Figure B: Types d'interneurones de I'hippocampe.

Schéma illustrant 21 types d'interneurones identifiés du CAl de I'hippocampe
faisant synapse a divers niveaux sur les cellules pyramidales et interneurones. Les
principales afférences vers le CAl sont indiquées a gauche, les axones des
interneurones sont en mauve et les terminaisons synaptiques principales sont jaunes.
Les deux encadrés clairs représentent les divers types d'interneurones qui ont pu étre
enregistrés dans notre étude en choisissant les interneurones selon leur localisation

dans les strates (O/A et R/LM).
Criteres neurochimiques

L'identification de l'expression de marqueurs intracellulaires spécifiques a certains

interneurones permet de mieux cerner leur différent réle biochimique. L'acide 7-
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aminobutyrique (GABA), neurotransmetteur inhibiteur ainsi que la decarboxylase de

l'acide glutamique (GAD®65,67), I'enzyme de synthése du GABA sont présents dans les
interneurones, indiquant que les interneurones sont inhibiteurs (Ribak CE 1978, Woodson
W et al. 1989). Le GABA se lie aux récepteurs GABA, ionotropes couplés a un canal
chlore (CI) causant une hyperpolarisation rapide de la cellule (Alger BE et Nicoll RA
1982) et aux récepteurs GABAp couplés aux protéines G favorisant une conductance

potassique lente (Dutar P et Nicoll RA 1988; Newberry NR et Nicoll RA 1985).

Outre le neurotransmetteur GABA, divers peptides sont présents dans certains
interneurones incluant la somatostatine (SS), la cholécystokinine (CCK), le peptide
intestinal vaso-actif (VIP), la substance P (SP) et le neuropeptide Y (NPY). Le role de ces
peptides est peu connu mais semble impliquer la modulation de la relache de GABA dans
les terminaisons nerveuses comme la modulation par la SS (Iversen LL et al. 1978), ou
comme la libération non-synaptique de la SP au niveau des dendrites et soma (Duggan AW

etal. 1990).

De plus, on retrouve certaines protéines liant le Ca’" comme la calretinine (CR), la
parvalbumine (PV) ou la calbindine (CB) sélectivement dans certains interneurones
permettant ainsi d'identifier différents sous-types (Freund TF et Buzsaki G 1996,
Maccaferri G et Lacaille JC 2003). Le role précis de l'expression sélective des chélateurs
calciques est aussi peu connu mais cette expression hétérogéne ne semble pas Etre
impliquée dans la dégénérescence cellulaire (Bouilleret V et al. 2000). Certains marqueurs
peptidiques ou protéiques se retrouvent parfois co-localisés. La substance P, par exemple,

est présente dans les cellules GABAergiques (Magloczky Z et al. 2000) et est co-localisée
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avec la calbindine, mais non pas avec d'autre chélateurs calciques, ni avec la CCK (Toth
K et al. 2007). Par contre, la PV ou la SS sont parfois co-localisées avec d'autres
marqueurs, rendant trés complexe la classification des interneurones selon des critéres

purement neurochimiques.

Criteres électrophysiologiques

Il existe des divergences au niveau de l'activité ¢électrophysiologique des
interneurones. Certains d'entre eux ont un patron de décharge régulier sans aucune
adaptation tout au long de l'imposition d'un créneau de courant positif, d'autres ont un
patron de décharge irrégulier, et certains déchargent avec des potentiels d'action en bouffée
(Parra P et al. 1998). En plus du type de décharge, la fréquence de décharge est aussi
variable selon les interneurones. Certains interneurones sont connus comme ¢tant des
cellules a décharge rapide (FS: "fast spiking") avec une fréquence de preés de 100Hz
(interneurones du O/A) (Lacaille JC et Williams S 1990) ou de 200-500Hz (cellules a
panier, cellules bistratifiées) (Han ZS et al. 1993; Mott DD et al. 1997; Lubke J et al.
1998). En contraste, d'autres interneurones, telles les cellules du LM, sont des cellules a
décharge plus lente (Lacaille JC et Schwartzkroin PA 1988a). Cette distinction est
analogue a celle pour les interneurones du cortex: "fast spiking" (cellules FS) et "low

threshold spiking" (cellules LTS) (Kawaguchi Y et Kubota Y 1993; Xiang Z et al. 1998).

De plus, l'expression de canaux ioniques, notamment potassiques, différe entre
interneurones. Ces canaux ont un role important dans 1'établissement du potentiel de repos

membranaire, la durée du potentiel d'action, la fréquence de décharge (Martina M et Jonas
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P 1997) et lors des oscillations de potentiel membranaire intrinséques qui régulent la

fréquence de décharge (Bourdeau ML et al. 2007).

Criteres de connectivité synaptique

On reconnait trois types de connectivité synaptique des interneurones. Le premier
type est I'inhibition proactive ("feed-forward"), ou un interneurone du CAl, par exemple,
est excité par les collatérales de Schaffer ou les fibres commissurales (Schwartzkroin PA et
Mathers LH 1978; Buzsaki G et Eidelberg E 1982; Lacaille JC et al. 1987) et inhibe une
cellule pyramidale. Cette derniére recoit donc des afférences du CA3 par une connexion
excitatrice monosynaptique et inhibitrice disynaptique (Buzsaki G 1984). On retrouve cette
inhibition par exemple dans les interneurones du CAl (oriens et radiatum) et du CA3

(Lawrence JJ et McBain CJ 2003; Mori M et al. 2004).

Dans le second type de connexion synaptique, les interneurones effectuent une
inhibition rétroactive ("feed-back") ou un interneurone inhibe une cellule pyramidale qui
active ce méme interneurone. On retrouve ce type d'inhibition par exemple dans les
interneurones des couches oriens et pyramidale du CA1l et du CA3 (Knowles WD et
Schwartzkroin PA 1981; Lacaille JC et al. 1987; Lacaille JC et Schwartzkroin PA
1988b).). Cette inhibition constitue un mécanisme d'auto-régulation qui sert a favoriser
l'activit¢ dans une voie au détriment des autres voies moins actives (Kandel ER et al.

2000).
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Enfin, le troisiéme type de connexion synaptique implique les connexions
inhibitrices spécifiquement entre interneurones (Freund TF et Buzsaki G 1996; Gulyas Al
et al. 1996). En effet, selon Klausberger et Somogyi 2008, trois types d'interneurones font
synapse spécifiquement sur d'autres interneurones (cellules IS: "interneuron-specific"). Ces
interneurones sont encore peu connus mais leurs corps cellulaires sont situés dans toutes les
couches du CAl. IIs expriment la calrétinine ou le VIP, et leur axone projette localement

vers les interneurones de toutes les couches du CAl, ainsi que du DG, CA3 ou septum.

Difficulté de consensus de classification

Une étude tenant compte d'un nombre important de facteurs de classification et se
concentrant sur les interneurones inhibiteurs de la région CA1 de I'hippocampe a conclu
qu'il était difficile, sinon impossible, de regrouper les interneurones en un nombre restreint
de classes (Parra P et al. 1998). De plus, un type d'interneurone selon une classification
donnée peut correspondre a différents types selon une autre classification (DeFelipe J
2002): comme par exemple, les cellules immuno-positives pour la parvalbumine incluent
les cellules axo-axoniques faisant synapse sur le segment initial de I'axone et les cellules a
panier faisant synapse sur les dendrites proximaux et le corps cellulaire (Freund TF et
Buzsaki G 1996); toutes deux sont caractérisées différemment selon leur cible axonale bien
que neurochimiquement semblables. Malgré une telle diversit¢ et complexité de
catégorisation, il est tout de méme utile de distinguer les interneurones selon certains
critéres, méme si d'autres facteurs peuvent éventuellement mener a une classification plus

appropriée.
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Au cours des travaux de cette thése nous avons employé une classification des
interneurones basée sur I'emplacement du corps cellulaire pour deux raisons: d'une part il
s'agit d'une classification qui permet la sélection des cellules par visualisation lors
d'enregistrement ¢électrophysiologique sur tranches in vitro, et d'autre part, ce critére permet
de distinguer deux populations d'interneurones différemment vulnérables chez les patients

avec 1'épilepsie du lobe temporal (TLE) et dans le modéle kainate du TLE chez le rat.

1.2.3 Récepteurs et neurotransmission des voies synaptiques du

CAl

Les connexions synaptiques intra-hippocampiques sont principalement excitatrices,
via le glutamate, ou inhibitrices, via le GABA (Kandel ER et al. 2000). Ces synapses sont
trés variées et impliquent plusieurs types de mécanismes glutamatergiques (Nicoll RA et
Malenka RC 1995) et GABAergiques (Thompson SM et al. 1993). Ces synapses
démontrent des propriétés trés variées de plasticité (Zucker RS 1989). En fait, il a été
montré qu'aux synapses d'un méme axone la plasticité a court-terme dépend de 1'identité de
la cible cellulaire postsynaptique (Scanziani M et al. 1998). De plus, des récepteurs
présynaptiques régulent la libération de neurotransmetteurs et la plasticité¢ (Losonczy A et
al. 2003). Les divers ¢éléments pré- et post-synaptiques jouent donc un rdle clé dans la

transmission de l'information dans 1'hippocampe.
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1.2.3.1 Transmission synaptique médiée par les récepteurs glutamatergiques

ionotropes

Le principal neurotransmetteur libéré par les neurones excitateurs de I'hippocampe
est le glutamate. Celui-ci a un effet excitateur rapide sur les neurones par l'intermédiaire de
récepteurs-canaux situés sur les neurones post-synaptiques. La liaison du glutamate sur le
récepteur provoque l'ouverture du canal et I'entrée de cations sodiques (Na") et calciques
(Ca®) et la sortie d'ions potassiques (K"). Ceci crée un courant entrant (positif) et une
dépolarisation du potentiel membranaire vers le seuil d'activation, provoquant une
excitation par rapport au potentiel membranaire de repos (Randall AD et Collingridge GL
1992). Trois types de récepteurs glutamatergiques ionotropes ont été identifiés sur la base
de leur propriétés pharmacologiques (McLennan H 1983; Foster AC et Fagg GE 1984;
Seeburg PH 1993). Un récepteur est composé de 4 sous-unités, chacune ayant 3 domaines
transmembranaires (M1, M3 et M4) (Bennett JA et Dingledine R 1995). Chaque type de

récepteur a un réle particulier lors de la transmission synaptique.

Les récepteurs AMPA

Leur nom provient de l'agoniste glutamatergique qui leur est spécifique, l'acide
propionique y-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole (AMPA). De plus le glutamate et le
KA se lient a ces récepteurs avec une affinité différente. Les récepteurs AMPA (AMPAR)
sont formés a partir de quatre des sous-unités, GluR1 a GluR4, issues de geénes différents.
Les AMPAR ont une cinétique d'activation trés rapide, de 1'ordre de la milliseconde, de
sorte que les courants synaptiques s'activent et se désactivent rapidement, et, de plus, sont

habituellement de grande amplitude (Jonas P 1993; Jones MV et Westbrook GL 1996). Les
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AMPAR sont généralement perméables seulement aux ions Na" et K™ (Collingridge GL

et Lester RA 1989). Ils ont une courbe courant-voltage (I/V) qui forme une droite a pente
positive avec un potentiel de renversement autour de OmV correspondant a la somme des
potentiels de renversement pour chacun de ces ions donnée par 1'équation de Nernst (Hille
B 2001). Donc, a des potentiels de repos négatifs, les courants issus de ces récepteurs sont
entrants et de grande amplitude, diminuent jusqu'au potentiel de OmV, puis augmentent a
des potentiels positifs formant des courants sortants de grande amplitude. Les AMPAR sont
impliqués dans la composante initiale de la réponse synaptique (Hestrin S et al. 1990; Koh

DS etal. 1995).

Les récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont sélectivement activés par l'agoniste N-méthyl-D
Aspartate (NMDA), en plus du glutamate. Ils sont composés des sous-unités NR1, NR2
(Monyer H et al. 1992) et NR3 (Sun L et al. 1998) qui elles-mémes ont plusieurs
1soformes issues de I'épissage alternatif (Durand GM et al. 1992; Nakanishi N et al. 1992).
Contrairement aux AMPAR, la conductance des récepteurs NMDA (NMDAR) varie en
fonction du voltage de sorte qu'a des potentiels proches du potentiel de repos les NMDAR
sont bloqués par le magnésium (Mg”"). Ce n'est que lors d'une dépolarisation aux environs
de -40mV que les NMDAR peuvent se défaire de leur blocage par le Mg®" (Hestrin S et al.
1990; Koh DS et al. 1995). Les NMDAR sont activés avec une cinétique plus lente que
celle des AMPAR, de I'ordre de la centaine de millisecondes. De plus, les NMDAR ont une

perméabilité marquée pour le Ca®" de sorte que l'un de leurs roles est la transduction de
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I'activité neuronale par l'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca*" (Mayer

ML et Westbrook GL 1987).

La forte sensibilité¢ au voltage des NMDAR, di a leur blocage par le magnésium,
leur confére un réle supplémentaire de détecteurs moléculaires de coincidence (Bliss TV et
Collingridge GL 1993). Basé sur le conditionnement classique qui suggere la nécessité de
pairage d'un stimulus non-conditionnant a un stimulus conditionnant pour 1'obtention d'un
apprentissage associatif, Hebb a propos¢ que le pendant neurobiologique de cet
apprentissage serait la consolidation de la synapse lorsque des activités pré- et post-
synaptiques sont temporellement coincidentes (Hebb DO 1949). Dans ce mode¢le les
NMDAR pourraient étre responsables de la détection de cette coincidence (Bliss TV et
Collingridge GL 1993). La plasticité synaptique a long-terme a depuis été trés étudiée dans
I'hippocampe a cause des évidences de son implication dans la mémoire et I'apprentissage
(Teyler TJ et DiScenna P 1985). Maintenant, il est clairement établi que l'induction de la
potentialisation et de la dépression a long terme sont dépendants, entre autres, de
l'activation des NMDAR (Morris RG et al. 1986), bien que d'autres types de plasticité
synaptique indépendants des NMDAR sont maintenant connus (McBain CJ 2008; Bashir ZI

etal. 1993a).

Les récepteurs KA

Pendant longtemps inclus, avec les AMPAR, dans la catégorie des récepteurs non-
NMDA, les récepteurs KA (KAR) ont depuis une quinzaine d'années été étudiés plus en

détails. Nombre d'é¢tudes ont montré leurs caractéristiques bien distinctes des AMPAR et
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leur role particulier dans la transmission synaptique (Paternain AV et al. 1995;

Chittajallu R et al. 1996). Dans I'hippocampe, des sites de liaison du KA ont ét¢ montrés
au niveau des cellules granulaires du DG, dans la couche pyramidale du CA3 et dans le
stratum lucidum ou la plus haute densité de ces récepteurs a été¢ montrée (Berger M et Ben-
Ari Y 1983; Schmitz D et al. 2001), ainsi que dans le CA1 ou une distribution claire mais
éparse a ¢t¢ montrée (Monaghan DT et Cotman CW 1982). La localisation précise des
KAR a longtemps été controversée mais des évidences suggerent une présence pré-
synaptique de ces récepteurs notamment sur les terminaisons axonales des cellules
granulaires (Represa A et al. 1987, Semyanov A et Kullmann DM 2001), en plus de leur
présence post-synaptique (Schmitz D et al. 2000). Au niveau des interneurones du CAl,
l'activation des KAR dendritiques et somatiques favorise une excitation des interneurones
menant & une inhibition subséquente des cellules pyramidales (Frerking M et al. 1998,
Cossart R et al. 1998). Par contre, la présence de KAR pré-synaptiques sur les terminaisons
axonales des interneurones a pour réle de diminuer la libération synaptique de GABA sur
les cellules pyramidales (Rodriguez-Moreno A et al. 1997; Rodriguez-Moreno A et al.
2000; Frerking M et al. 1999; Mulle C et al. 2000) ce qui résulte en une augmentation de

I'excitation.

Les KAR sont des tétraméres formés a partir des sous-unités GluR5-7 (Wenthold RJ
et al. 1994; Petralia RS et al. 1994), KA1 et KA2 (Herb A et al. 1992); ou encore GRIK1-
3 pour GluR5-7 et GRIK4-5 pour KAl et KA2 (Szpirer C et al. 1994) selon la
nomenclature génétique. La sous-unit¢ GIluR5 est exprimée en abondance par les

interneurones du CA1 (Cossart R et al. 1998) ce qui peut expliquer l'expression diffuse des
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sites de liaison du KA dans le CA1, tandis que la sous-unité¢ GluR6 est plutot présente du
coOté pré-synaptique sur les terminaisons axonales des cellules granulaires du gyrus dentelé

(DG) (Wisden W et Seeburg PH 1993).

Le rapport du courant en fonction du voltage des KAR est similaire a celui des
AMPAR décrivant une droite (Hille B 2001). Par contre I'amplitude du courant post-
synaptique excitateur (CPSE) est plus faible et la cinétique d'activation est plus lente pour
les KAR, comparativement aux AMPAR, étant de 1'ordre des dizaines de millisecondes
(Frerking M et al. 1998; Cossart R et al. 1998). La caractéristique des KAR d'avoir une
conductance persistant apres 1'élimination du glutamate de la fente synaptique peut, a la
manicre des NMDAR mais a moindre échelle, favoriser une intégration de l'input

synaptique et maintenir un état dépolarisé de la cellule.

1.2.3.2 Transmission synaptique médiée par les récepteurs glutamatergiques

métabotropes

En plus de se lier aux récepteurs ionotropes, le glutamate agit également sur des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Les GPCR sont formés de 7 domaines
transmembranaires (Savarese TM et Fraser CM 1992), dun site de liaison du
neurotransmetteur (O'Hara PJ et al. 1993), et d'un site de liaison intracellulaire pour le
couplage a une protéine G (Bouvier M et al. 1995). Les protéines G sont formées de trois
sous-unités (Katada T et al. 1984): les sous-unités P et y formant un complexe dimérique
pouvant se lier a certains canaux ioniques, et la sous-unité o pouvant se lier au récepteur et
a des enzymes effectrices telles 1'adénylate cyclase (AC), la phospholipase C (PLC), la

phospholipase A (PLA), la tyrosine kinase ou encore la MAP kinase, faisant d'elles des
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protéines transductrices. La sous-unité o, dont il existe divers types comme s, i/0 et q/11,
se lie au nucléotide guanosine tri-phosphate (GTP) et contient une activité GTPase qui
permet de stimuler ou inhiber un effecteur, selon le type de sous-unité o auquel il est lié.

Les récepteurs métabotropes du glutamate (mGluR) sont composés de 8 sous-types
de récepteurs, mGIuR1 a 8. Ces huit sous-types sont divisés en trois groupes selon des
critéres incluant la protéine G a laquelle ils sont associés, leurs affinités pharmacologiques
pour des agonistes spécifiques, leur homologie de séquence et leurs propriétés
biochimiques (Kandel ER et al. 2000).

Les mGluR de groupe I (mGIuRI) sont sélectivement activés par le 3,5-
dihydroxyphenylglycine (DHPG) (Schoepp DD et al. 1994) et sont sélectivement bloqués
par l'acide (RS) aminoindan-1,5-dicarboxylique (AIDA) (Pellicciari R et al. 1995; Renaud
J et al. 2002). Les mGIuRI sont classiquement couplés a la protéine Go/q, impliquée dans
l'activation de la PLC et les voies de I'inositol 1,3,5-trisphosphate/diacylglycerol
(IPs/DAG), bien que des études en systéme hétérologue ont montré aussi l'implication
d'autres types de protéines G et d'autres effecteurs (Houamed KM et al. 1991; Aramori I et
Nakanishi S 1992). Les mGIluRI comprennent deux sous-types soient mGluR1 et mGluRS
qui différent essentiellement au niveau de la séquence de I'extrémité C-terminale
intracellulaire de la protéine (Houamed KM et al. 1991), et sont sélectivement bloqués par
différents antagonistes soient le LY367385 pour les mGluR1 (Seal AJ et al. 1994; Brabet |
etal. 1995; Clark BP et al. 1997), et le 2-methyl-6-(phenylethynyl)-pyridine (MPEP) pour

les mGluRS5 (Gasparini F et al. 1999; Salt TE et al. 1999).
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Les mGIuRII sont activés par 1'agoniste DCG-IV (Gereau RW et Conn PJ 1995) et sont

bloqués par la 25,1°S2S"-2-methyl-2-(2"-carboxycylclopropyl) glycine (MCCG) (Vignes M
et al. 1995). Ils sont composés des sous-unités mGluR2 et mGIuR3 et sont couplés a la
protéine Gi qui inhibe l'adénylate cyclase. Par ailleurs, les mGIuRIII comprennent les sous-
unités mGluR4, mGluR6, mGluR7 et mGIuR8. Ils sont, comme les mGluRII, négativement
couplés a l'adénylate cyclase mais sont spécifiques a différents agonistes et antagonistes: ils
sont activés par le L-2-amino-4-phosphonobutyrate (L-AP4) et bloqués par le (R,S)-a-
methylserine-O-phosphate (MeSOP).

Selon des études immuno-histochimiques les mGIuRI sont largement exprimés
dans le cerveau, mais sont particulierement exprimés dans la région CA3 de 1'hippocampe
(Fotuhi M et al. 1994; Lujan R et al. 1996). Dans la région CAl, chez le sous-type
mGlIuR1, mGluR1al] est la seule isoforme produite par épissage alternatif dans les cellules
non-pyramidales de l'hippocampe (Baude A et al. 1993; Shigemoto R et al. 1997;
Ferraguti F et al. 1998) et est fortement localisée dans les couches oriens et alveus au
niveau des interneurones. Le sous-type mGIluRS5 est exprimé dans toutes les couches sauf la
couche pyramidale. Parmi les autres mGIluR que l'on retrouve dans le CAl, le sous-type
mGIuR7 (groupe III) est aussi exprimé dans toutes les couches non-pyramidales, tandis que
les sous-types mGluR2 et 3 (groupe II) sont exprimés uniquement dans les couches

profondes (L/M) (Shigemoto R et al. 1997).

La transmission synaptique médiée par les mGIuR produit une réponse tres lente,
qui peut durer des dizaines de secondes (Poncer JC et Miles R 1995). Cette réponse

comprend I'implication d'un signal externe qui agit comme premier messager sur un
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récepteur métabotrope, comme la liaison du glutamate sur le récepteur mGluR1. La

transduction de ce signal s'effectue par l'intermédiaire d'une protéine G intracellulaire a une
enzyme effectrice, comme la transduction du signal glutamatergique par la protéine Gq qui
active la phospholipase C (PLC) en la phosphorylant. Une fois activé, ce premier effecteur
entraine la formation de molécules agissant a titre de seconds messagers, comme la
formation d'inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) a partir de I'hydrolyse du
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP;). Ces seconds messagers agissent sur des
effecteurs secondaires pour produire une réponse ou pour agir sur d'autres effecteurs, ainsi,
I'TP3 et le DAG produisent respectivement une reldche de calcium des stocks
intracellulaires et l'activation de la phosphokinase C (PKC) qui peut agir sur d'autres
effecteurs cytoplasmiques tels que Raf et Ras ou sur d'autres enzymes effectrices telle que
I'adénylate cyclase. Ainsi, le fait qu'un seul neurotransmetteur puisse agir sur diverses
enzymes effectrices activant des cascades différentes, favorise une diversité de réponses

intracellulaires.

L'efficacité de la transmission synaptique peut €tre augmentée ou diminuée pour une
longue période de temps lors des phénomenes de LTP et de LTD respectivement.
L'activation des mGIuRI régule I'induction de la potentialisation a long terme (LTP) (Bashir
ZI1 et al. 1993a; Bortolotto ZA et al. 1994; Raymond CR et al. 2000) et induit la
dépression a long-terme (LTD) (Bashir ZI et al. 1993b; Oliet SH et al. 1997; Bolshakov
VY et Siegelbaum SA 1994; Huber KM et al. 2000) dans les cellules pyramidales. Au
niveau de certains interneurones, la LTP est dépendante des mGluRs (Topolnik L et al.

2006; LeVasseur M et al. 2008). Ce phénomene de LTP est observé a la synapse
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excitatrice sur les interneurones mais est exprimé de maniere cellule-spécifique. En effet,

la LTP est provoquée par une stimulation 0 couplée a une dépolarisation post-synaptique
dans les interneurones O/A mais non dans ceux du R/LM (Ouardouz M et Lacaille JC
1995) et indépendamment de I'activation de NMDAR (Perez Y et al. 2001). Il a récemment
été montré que le mécanisme par lequel s'effectue cette LTP dans les interneurones
comprend I'activation du sous-type mGluR 1a, la phosphorylation de la kinase régulée extra
cellulairement (ERK) via Src (Topolnik L et al. 2006) et 1'entrée de calcium via les canaux
récepteurs de potentiels transitoires (TRP). Par ailleurs, a l'inverse de cette LTP de type
hebbien, un autre type de LTP NMDAR-indépendante mais dépendante des canaux AMPA
perméables au calcium a également été décrit dans des interneurones O-LM, axo-axoniques
et a panier, soit la LTP de type anti-hebbien ou une forte activité pré-synaptique, sans

dépolarisation post-synaptique, est nécessaire (Lamsa KP et al. 2007).

1.2.3.3 Transmission synaptique médiée par les récepteurs GABAergiques

L'acide y-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du
cerveau. Il est synthétisé dans les interneurones inhibiteurs de I'hippocampe par I'enzyme de
synthése du GABA, la GAD (Otsuka M et al. 1966) que l'on retrouve sous deux isoformes,
GADG65 et GAD67 (Erlander MG et al. 1991; Kaufman DL et al. 1991). Le GABA exerce
son effet inhibiteur en se liant soit aux récepteurs ionotropes GABA,, soit aux récepteurs
métabotropes GABAg, ou encore aux récepteurs GABA( présents surtout dans les cellules
bipolaires de la rétine (Enz R et al. 1996). Le récepteur GABA, (GABAAR) est un

hétéropentameére (Nayeem N et al. 1994) composé de plusieurs isoformes des sous-unités
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(o, B, 7, € 0,p,etB) agencées de maniere préférentielle en un nombre limité de

récepteurs fonctionnels (Bonnert TP et al. 1999) qui sont perméables aux ions chlore (CI’)
et carbonate (HCOj5). L'ouverture rapide de ces récepteurs-canaux est responsable de
l'inhibition synaptique et tonique dans les cellules suite a l'activation du récepteur par le

GABA.

Par contre, la fonction des récepteurs GABAergiques est labile (Thompson SM et
Gahwiler BH 1989). Cette fonction est dépendante d'une part, de 1'activité cellulaire car la
réponse GABAergique est diminuée lorsque les niveaux de calcium intracellulaire
augmentent ce qui diminue la phosphorylation du récepteur GABA4 par la glyceraldéhyde-
3 phosphate déhydrogénase (GAPDH) (Chen QX et al. 1990; Laschet JJ et al. 2004).
D'autre part, la réponse GABAergique est aussi dépendante de l'internalisation des
GABAAR de maniere sous-unités spécifique (Goodkin HP et al. 2008), rendant ces
récepteurs non-disponibles lors d'une forte activation. Finalement, le sens de la réponse
GABAergique est dépendante du potentiel de renversement du Cl” (Staley KJ et al. 1995)
tel que dicté par la présence et la fonction des cotransporteurs KCC2 et NKCC1 (Rivera C
et al. 1999; Kitamura A et al. 2008). Ainsi, au cours du développement néo-natal, plutot
que d'étre inhibiteur le GABA est excitateur a cause de la prédominance de l'expression de
NKCCI1 qui maintient la concentration de chlore intracellulaire élevée, en l'absence de
KCC2 exprimé plus tard dans le développement (Wang C et al. 2002), ce qui favorise une
dépolarisation du potentiel membranaire par une sortie des ions CI/HCO3" (Cherubini E et
al. 1998). Dans certaines cellules comme dans les cellules granulaires du DG, le GABA

peut étre co-libéré avec le glutamate et il a été suggéré qu'en réponse a une libération
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massive de glutamate, telle une activité épileptique, un changement fonctionnel a lieu
dans ces cellules, les faisant passer de cellules excitatrices a cellules inhibitrices (Sloviter

RS etal. 1996).

Les récepteurs GABAg (GABAgR) sont des hétérodimeres composés de sous-unités
GABAGgI qui lie le neurotransmetteur et GABAg2 qui lie la protéine G (Ong J et al. 2005).
Les GABAgR sont localisés pré- et post-synaptiquement (Vigot R et al. 2006) et sont
couplés a deux mécanismes effecteurs: I’inhibition des canaux calciques voltage-
dépendants (Lambert NA et Wilson WA 1996) et l'activation d’un canal potassique a
rectification entrante protéine G-dépendant (GIRK) (Luscher C et al. 1997). Via ces
mécanismes, les GABAgR générent une inhibition postsynaptique lente (Mott DD et al.
1999) et une inhibition présynaptique de la libération de transmetteurs (Dutar P et Nicoll

RA 1988).

Tout comme les synapses excitatrices, les synapses inhibitrices du CA1 démontrent
aussi une plasticité a long terme. Cette plasticité est fonction du protocole de stimulation et
du type de synapse. En effet, il a ét¢ montré qu'a une méme synapse inhibitrice sur les
cellules pyramidales, une stimulation a haute fréquence entraine une dépression des IPSPs
tandisqu'une stimulation similaire au rythme theta (TBS) cause une LTP des IPSPs
dépendante des récepteurs GABAB et mGluRs ainsi que d'une entrée de Ca’™ post-
synaptiques (Patenaude C et al. 2003). Par ailleurs, un méme protocole de stimulation peut
entrainer de la LTD ou de la LTP selon que la synapse a pour cible les dendrites ou le soma

des cellules pyramidales (Mendoza E et al. 2006). Ceci suggere que des mécanismes
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distincts sont impliqués dans les plasticités des synapses excitatrices et inhibitrices, et

que la plasticité des synapses inhibitrices est dépendante de leur activité.

1.2.3.4 Transmission synaptique médiée par d'autres récepteurs

Bien que les principaux neurotransmetteurs de 1'hippocampe soient le glutamate et
le GABA, certaines terminaisons libérent d'autres neurotransmetteurs tels la dopamine, la
sérotonine (5-HT), l'acétylcholine (Ach), et des peptides neuromodulateurs, tel le

neuropeptide Y.

L'Ach excite les interneurones du CA1 via les récepteurs nicotiniques en provoquant
un courant entrant (Jones S et Yakel JL 1997) et excite certains types d'interneurones ou en
inhibe d'autres (Parra P et al. 1998) via des récepteurs muscariniques (Hajos N et al.
1998). Comme les récepteurs cholinergiques, les 5-HTR provoquent une dépolarisation
dans certains interneurones via les récepteurs 5-HT3 (Ropert N et Guy N 1991; Kawa K
1994) ou une hyperpolarisation dans d'autres via les récepteurs 5-HT1 (Schmitz D et al.
1995). Il a été suggéré que la dopamine module l'inhibition "feed-forward" sur des
interneurones via les récepteurs dopaminergiques du sous-type D4 dans le CA1 (Romo-
Parra H et al. 2005). La norépinéphrine a un effet excitateur sur les interneurones du CA1

via le sous-type a-adrénergique mais inhibe certains interneurones dans Rad et LM vial | le

sous-type B-adrenergique (Bergles DE et al. 1996).

Le peptide neuromodulateur somatostatine, peut étre co-libéré a la synapse avec un
neurotransmetteur classique tel le GABA et agir sur les sites post-synaptiques en diminuant

les PPSI rapides (GABA,) et lents (GABAg) tout en hyperpolarisant les neurones du CAl
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(Xie Z et Sastry BR 1992). Il peut, de plus, potentialiser les réponses glutamatergiques

médiées par les NMDAR (Wang YT et al. 1993). Finalement, les molécules
endocannabinoides (CB) modulent la suppression de la relache du GABA par un effet des
récepteurs CB1 pré-synaptiques sur les canaux calciques (Wilson RI et al. 2001), et les
opiacés provoquent une suppression de I'output synaptique surtout des cellules a panier sur
les cellules pyramidales favorisant leur excitation (Glickfeld LL et al. 2008) via les

récepteurs opioides exprimés sélectivement sur les interneurones (Stumm RK et al. 2004).

Ainsi la grande variété de neurotransmetteurs ayant des effets excitateurs ou
inhibiteurs, et la variété de sous-types de récepteurs auxquels ils se lient favorise une
diversit¢ de réponses. De plus, la modulation des transmissions glutamatergique et

GABAergique par certaines molécules permet une fine régulation de 1'output synaptique.

1.2.3.5 Roles fonctionnels des interneurones inhibiteurs

Puisque les interneurones effectuent des connexions synaptiques GABAergiques sur
les cellules pyramidales, ils ont donc une action inhibitrice qui module l'activité des
neurones de projection du réseau hippocampique (Alger BE et Nicoll RA 1982; Lacaille JC
et Schwartzkroin PA 1988b). De plus, via leurs interconnexions synaptiques complexes
avec les autres é¢éléments du réseau, les interneurones ont également un role de
synchronisation lors de I’activité rythmique du réseau neuronal (Buzsaki G et Chrobak JJ
1995; Maccaferri G et Lacaille JC 2003; Freund TF et Buzsaki G 1996; Cobb SR et al.
1995; Klausberger T et al. 2003; Cossart R et al. 2005). L’activité rythmique du réseau de

I'hippocampe joue un role important lors de l'exploration de l’environnement et des
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processus de mémoire et d'apprentissage. A I'électroencéphalogramme (EEG), les

oscillations rapides a une fréquence y (30-90Hz) sont prédominantes lors de 1'état d'éveil et
sont impliquées dans des fonctions complexes d'intégration d'information sensorielles et de
stockage des mémoires immédiates (Csicsvari J et al. 2003; Mann EO et Paulsen O 2005),
tandis que le rythme 0 (4-8Hz) est visible pendant des activités d'exploration mobile et la

phase du sommeil paradoxal R.E.M (Montgomery SM et al. 2008).

Les divers types d’interneurones semblent contribuer différemment aux oscillations
hippocampiques puisque les interneurones CCK- et PV-immunopositifs possédent des
cinétiques de décharges distinctes en association avec I’activité rythmique in vivo
(Klausberger T et al. 2005). Il a de plus été¢ proposé¢ que les décharges rythmiques des
interneurones ainsi que leurs oscillations intrinséques contribuent aux rythmes oscillatoires
(Cobb SR et al. 1995). On peut donc supposer que les interneurones jouent également un

role lors des rythmes anormaux enregistrés chez les patients épileptiques.

1.3 Epilepsie du lobe temporal et formation hippocampique

En clinique, le status epilepticus (SE) est un état pendant lequel une crise d'épilepsie
continue, ou de multiples crises sans retour a la conscience, durent pendant plus de cing
minutes (Lowenstein DH et al. 1999). Le SE est aussi appellé l'ictus. Ainsi, la période lors
du SE est caractérisée comme étant la période ictale, tandis que la période entre les
épisodes de crises est la période interictale (de Curtis M et Avanzini G 2001). L'activité

¢lectrique détectée au cours de ces deux périodes est le résultat de bouffées de potentiels
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d'action au niveau de neurones individuels, ainsi que d'une hyper-synchronie de l'activité
¢électrique du réseau neuronal (Stafstrom CE 2006) entrainant la formation de potentiels de
champs détectés et enregistrés par des électrodes placées sur le scalp et reliées a un

¢électroencéphalogramme (EEG).

L'EEG peut détecter 'activité d'ensemble des cellules pyramidales corticales grace a
deux de leurs propriétés. D'une part, la structure caratéristique du cortex fait que les cellules
pyramidales sont orientées sensiblement dans le méme sens, avec leurs dendrites pres de la
surface du cerveau, et d'autre part, un grand nombre de ces cellules déchargent
simultanément. Lorsqu'une afférence excitatrice est activée au niveau des dendrites d'une
de ces cellules, une accumulation de charges positives s'effectue dans la cellule par I'entrée
massive d'ions Na’ et Ca’", laissant le milieu extracellulaire 4 proximité des dendrites
négativement chargé, tandis que le milieu extracellulaire prés du soma est, a l'inverse,
positivement chargé. Ainsi, en considérant l'ensemble des cellules pyramidales, leur
orientation formant un dipéle ¢lectrique et la somme de ces dipdles créés par les centaines
de cellules pyramidales engendrent un potentiel de champs décelable par des électrodes

placées sur le scalp (Kandel ER et al. 2000).

Parmi les types d'activités enregistrées par les ¢lectrodes de surface, il y a I'activité
normale basale généralement de faible amplitude mais de fréquences variables selon 1'état
d'éveil de l'individu (ex: rythme o 8-14 Hz éveil normal, rythme 0 4-8 Hz sommeil 1éger).
Mais chez les individus épileptiques l'activité enregistrée a 'EEG comporte des anomalies
transitoires du rythme basal se présentant sous forme de pointe (spike) correspondant a des

bouffées de potentiels d'action simultanés dans un ensemble de cellules; d'onde (wave) et
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de complexes pointe-onde correspondant a ces deux patrons répétés (Spehlmann R

1988), et généralement de plus grande amplitude et de rythme plus lent que le tracé obtenu
chez un individu normal éveillé (Westmoreland BF 1996). L'activité inter-ictale, observée
entre les périodes de crises chez les individus épileptiques, comporte néanmoins des
complexes pointe-onde a 1'EEG, mais elle se distingue de l'activité ictale surtout par sa
durée: les décharges interictales a I'EEG durent moins de quelques secondes tandis que les

décharges ictales durent au-dela de quelques secondes (Spehlmann R 1988).

Comparativement aux potentiels de surface enregistrés a I'EEG, lors du SE l'activité
¢lectrique a I'échelle neuronale enregistrée intracellulairement est composée d'enveloppes
dépolarisantes surmontées de bouffée de potentiels d'action et est de courte durée. Ces
décharges paroxymiques (paroxysmal depolarizing shift:PDS) sont alors qualifiées de
décharges de type ictal étant de 1'ordre des secondes, tandis que les décharges entre les
crises sont qualifiées de type inter-ictal étant de l'ordre des centaines de millisecondes

(Dichter MA 1987).

Parmi les études in vitro, des données sur tranches de néocortex, obtenues de
cerveaux humains, ont permis de mettre en évidence I’implication de plusieurs facteurs
dans la TLE. D'une part I'implication des récepteurs ionotropes glutamatergiques, avec la
surexpression des AMPAR dans tous les tissus provenant des patients épileptiques, et des
densités différentes de récepteurs NMDA entre les foyers épileptiques avec ou sans
décharges spontanées (Zilles K et al. 1999; Isokawa M et Levesque MF 1991). D’autres
¢tudes sur le néocortex ont montré que l'inhibition demeure fonctionnelle, malgré

l'altération du systéme GABAergique dans le tissu humain épileptique, par la présence
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d'interneurones inhibiteurs et de ’inhibition GABAergique (Menendez de la Prida L et

al. 2002) ou par l'implication de ces interneurones dans la modulation de 1’activité
épileptique (Avoli M et al. 1997). Par ailleurs, dans ’hippocampe, la présence de
nouveaux axones aberrants du gyrus dentelé formant des fibres collatérales de la voie des
fibres moussues est associ¢ a une augmentation du nombre d'épines dendritiques des

cellules granulaires sur ces mémes cellules en tissu épileptique humain (Isokawa M 1997).

La recherche sur des tranches de tissu épileptique humain comporte néanmoins des
inconvénients majeurs tels la grande fragilité du tissu, et la faible disponibilité des tissus
controle pour des raisons éthiques. Ainsi, des modeles expérimentaux ont di étre

développés afin d'étudier la pathophysiologie du TLE de maniére fiable et reproductible.

1.3.1 Modeles expérimentaux du TLE

Des mode¢les animaux arborant un comportement de status épilepticus et démontrant
une pathophysiologie similaire a celle de I’humain ont été mis au point pour I’étude des
principes de base de fonctionnement du cerveau, des mécanismes de 1'épileptogénese, des

bases neurophysiologiques du TLE et de 1'efficacité des drogues anti-convulsivantes.
1.3.1.1 Divers modé¢les du TLE

Parmi les structures du systéme limbique, [’hippocampe est la région la plus atteinte
par la mort cellulaire lors des crises récurrentes dans le TLE. C'est, de plus, la région a
partir de laquelle origine l'activité épileptique avant de se propager aux autres structures du
cerveau (Stoop R et Pralong E 2000). Ainsi, un bon mode¢le du TLE en est un qui reproduit

chez l'animal: 1) les crises comportementales observées chez I'humain, 2) l'activité
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synchrone du réseau neuronal de 1'hippocampe et la propagation de cette activité, ou 3) la

perte et/ou la réorganisation cellulaires présentes dans I'hippocampe humain.

Modeéles in vivo

Modele "Kindling"

Le modéle du "kindling" est obtenu par des applications focales répétées d'un
stimulus ¢électrique ou chimique (comme par exemple avec le pentylénetétrazole (Gutierrez
R 2000) a une intensité ou dose initialement sous-convulsive, et entrainant éventuellement
des crises (Goddard GV et al. 1969; McNamara JO et al. 1993). La magnitude de ces
crises augmente a chaque stimulus, selon I'échelle comportementale des crises de Racine
(Racine RJ 1972). L'intensité des crises évoquées est ¢valuée en cinq stades de crises
comportementales allant de clonies faciales et mouvements de la téte a la perte générale de
posture "rearing and falling", et correspondent selon la classification internationale des
crises chez 1'humain (Gastaut H 1970) a des crises allant de partielles a secondairement
généralisées (Sutula TP 1991). Le "kindling" a 'avantage de reproduire de maniére fiable et
controlée le processus graduel d'épileptogenese. Ceci a permis d'identifier la progression
des altérations induites en fonction du nombre de crises évoquées, celles-ci débutant avec
de l'apoptose, de la neurogenese, de la gliose, du sprouting et une sclérose de I'hippocampe
dans les 30 premieres stimulations, puis suit la perte d'interneurones et la diminution de

l'inhibition apres environ 90 stimulations (Sutula TP 1991).

Modeles post-status epilepticus
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Ces modeles sont obtenus suite a un événement causant un status epilepticus
(SE) dans la période aigiie pouvant durer quelques heures, suivi d'une période latente de
deux a six semaines, et l'apparition de crises spontanées récurrentes dans la période
chronique (Cavalheiro EA et al. 1991). Le SE peut étre provoqué par une simple
stimulation électrique soutenue dans une région du lobe temporal, telle I'hippocampe
(Rempe DA et al. 1997), ou par une stimulation chimique. Les deux agents pro-
convulsivants typiquement employés pour induire le SE sont l'acide kainique et la
pilocarpine qui, bien qu'ayant des cibles différentes, causent une sclérose de 1'hippocampe
similaire (Curia G et al. 2008). Dans le cas du modele pilocarpine (Turski WA et al.
1983), I'injection systémique ou intra-cérébrale de l'agoniste muscarinique entraine une
diminution des afférences excitatrices sur les interneurones du DG (Doherty J et Dingledine
R 2001) tandis que les afférences excitatrices sur les interneurones du CA1 (notamment
ceux innervant le soma des cellules pyramidales) ne sont pas affectées (Esclapez M et al.
1997). 11 est a noter que ce résultat est contraire a la diminution des afférences excitatrices
évoquées sur les interneurones R/LM du CAl dans le modele KA (Morin F et al. 1998a);
ce modele sera discuté plus bas. L'induction du SE par la pilocarpine est dépendante de
l'activation des récepteurs muscariniques puisque le SE n'est pas induit dans des animaux
mutants déficients en récepteur M1 (Hamilton SE et al. 1997), et son induction est bloquée
par l'atropine, un antagogiste muscarinique (Clifford DB et al. 1987). Il est toutefois
possible que le maintien subséquent des crises soit dépendant de I'activation des NMDAR
(Smolders I et al. 1997). En plus de la présence de crises récurrentes et spontanées chez

I'animal (Cavalheiro EA et al. 1991, les mode¢les post-status epilepticus ont comme
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principal avantage qu'ils reproduisent fidelement les patrons de perte cellulaire et de

réarrangement de fibres dans 1'hippocampe observés chez les patients TLE.

Modeles génétiques

En plus des modeles in vivo, il existe des souches de souris et de rats génétiquement
épileptiques, tels les rats GAERS (Marescaux C et al. 1992) et WAG/Rij (Coenen AM et
al. 1992) spécifiques a I'épilepsie de type absence, les souris avec des délétions spécifiques
pour des geénes codant pour des canaux ioniques tel les calciques et sodiques (Barclay J et
Rees M 1999), et les souris EL répliquant des crises partielles complexes secondairement
généralisées typiques du TLE et montrant une diminution de l'expression de transporteurs
gliaux du glutamate dans le CA3 (Ingram EM et al. 2001). Outre les mode¢les chez le rat et
la souris, certains modéles de I'épilepsie ont été dévelopés chez d'autres especes animales
afin de mieux comprendre les différences inter-espéces qui surviennent. Ces modeles
comprennent des animaux tels la gerboise, le chien, le babouin et méme la drosophile, ou le
patron de décharge d'activité synchrone exprimé dans des muscles des ailes suite a un
traitement d'électro-choc a permis de mettre en évidence des mutations génétiques de

certains canaux potassiques et sodiques (Lee J et Wu CF 2002; Lee J et Wu CF 2006).

Modeéles in vitro

Dans le but d'étudier l'activité épileptiforme a I'échelle du réseau, cellulaire ou sub-
cellulaire, il est nécessaire d'utiliser des modeles in vitro de 1'épilepsie. Ceux-ci emploient
des tranches de cerveau en culture ou des tranches aigu€s provenant d'animaux

¢épileptiques ou naifs. Dans ce dernier cas, l'activité épileptiforme est déclenchée par
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l'application de stimulations électriques ou d'agents pharmacologiques sur la tranche, ou

par des modifications du milieu extracellulaire. Les mod¢les in vitro sont des versions
simplifiées qui reproduisent un aspect spécifique d'un type d'épilepsie, mais étant donné la
facilit¢ de contrdle de multiples parametres tels les concentrations ioniques intra- et
extracellulaire, la présence d'agonistes et d'antagonistes, la température, ils ont I'avantage

de permettre une compréhension détaillée de 1'aspect étudié.

Variations de concentrations ioniques

La modification des concentrations extracellulaires des principaux ions composant
le liquide cérébro-spinal articiel (ACSF) affecte I'excitabilité neuronale, la transmission
synaptique et l'activité intra-cellulaire (Heinemann U et al. 2006). La concentration
extracellulaire de calcium ([Ca®'],) in vivo est d'environ 1,2mM mais des concentrations
plus élevées (1,6 - 2mM) sont en général employées dans I'ACSF pour pallier 1'effet
chélateur du HCO® (Heinemann U et al. 2006). Le fait de diminuer la [Ca®"], & OmM
bloque la transmission synaptique et résulte en des décharges en bouffées spontanées, en
plus du développement d'activité épileptiforme synchrone dans la tranche (Jefferys JG et
Haas HL 1982; Taylor CP et Dudek FE 1982). Les décharges obtenues sont entre autres
dues au fait que moins de Ca®" est disponible pour I'activation des canaux hyperpolarisants

K™-Ca*"-dépendants (Alger BE et Nicoll RA 1980).

La concentration extra-cellulaire du potassium ([K'],) in vivo est d'environ 3mM
(Lux HD et al. 1986) alors qu'elle est de prés de 140mM dans la cellule. Le gradient de

concentration du K" au potentiel de repos de -60mV créant une force électromotrice plus
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importante que son gradient électrique, entraine une sortie de K™ hyperpolarisant la

cellule. Ainsi une augmentation de la [K'], freine I'hyperpolarisation et favorise
I'excitabilité de la cellule. En effet, 'augmentation de la [K'], 4 8,5mM dans la tranche est
suffisante pour induire des décharges épileptiformes de type ictal dans la région CAl
durant de 20 a 90 secondes (Traynelis SF et Dingledine R 1988). Le modéle de haute [K '],
est souvent combiné au modéle de zéro [Ca®'], et entraine des décharges récurrentes dans le

CA3 ainsi que de l'activité de type ictal dans le CA1 (Leschinger A et al. 1993).

En conditions physiologiques, lion Mg>" effectue un bloc des NMDAR 4 des
potentiels membranaires inférieurs a -40mV (Mayer ML et al. 1984). A basse
concentration extracellulaire de Mg®™ ([Mg*'],) les NMDAR perdent ce bloc et deviennent
activable contribuant a la hausse de I'excitabilité. La concentration de I'ion magnésium in
vivo mesurée dans les ventricules cérébraux se situe entre 0,9 et 1,2mM mais peut tre plus
¢levée dans l'espace intersticiel (Heinemann U et al. 2006). Ainsi une diminution de la
concentration extra-cellulaire de magnésium [Mg>'], de 2mM a 1mM a un effet facilitateur
sur la transmission synaptique (Hamon B et al. 1987), tandis qu'a 0,9mM il y a induction
d'activité épileptiforme dans des tranches de rats jeunes (Gloveli T et al. 1995), se

propageant du CA3 au CAL.

Agonistes des mGIluRI
L'activation des mGIluR des groupes II et III est connue comme ayant un effet
anticonvulsivant via une inhibition pré-synaptique de la libération du glutamate (Attwell PJ

et al. 1998; Gasparini F et al. 1999). A l'inverse, il est connu que l'activation des mGIluRI,
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a un effet pro-convulsivant (Camon L et al. 1998; Chapman AG et al. 2000), et ce a

long terme bien apres la présence de l'agoniste (Merlin LR et Wong RK 1997). Ainsi
diverses études emploient les agonistes des mGluRI comme modele in vitro de I'épilepsie.
L'application de l'agoniste mGluRI DHPG induit une activité épileptiforme de type ictal
avec une activité synaptique synchrone localisée surtout au CA3 a cause de la forte
concentration de ces récepteurs (Fotuhi M et al. 1994; Lujan R et al. 1996). De plus,
lI'induction de cette activité de type ictal est bloquée par la présence de 1'un ou l'autre des
antagonistes des sous-types mGluR1/5 (Karr L et Rutecki PA 2008). 11 a été montré que
I'implication des mGluRI dans I'activité épileptiforme passe par la voie de la phospholipase
C (PLC) (Chuang SC et al. 2001), mais les mGIuRI peuvent aussi étre impliqués dans une
activité¢ épileptiforme indépendante de la voie de la PLC, dépendamment du type

d'activation, dans les cellules pyramidales du CA3 (Lee AC et al. 2002).

Antagonistes des canaux ioniques

La bicuculline (BIC) est un antagoniste des récepteurs GABAergiques ionotropes
(Krnjevic K 1970) et des canaux potassiques calcium-dépendants a petite conductance (SK)
responsables de la post-hyperpolarisation (Johnson SW et Seutin V 1997; Khawaled R et
al. 1999). L’application de BIC sur la tranche diminue I’inhibition du réseau par les
interneurones inhibiteurs principalement en empéchant le GABA de se lier aux récepteurs
(Simmonds MA 1980). Par ailleurs la picrotoxine, aussi un antagoniste GABA,, agit plutot
en bloquant l'entrée de chlore (CI') par le pore du canal (Etter A et al. 1999). Ces deux
antagonistes empéchent la repolarisation des cellules suite aux potentiels d'action et

favorisent I'hyperexcitabilité du réseau.
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La 4-aminopyridine (4-AP) est un antagoniste des canaux potassiques (K')
voltage-dépendants responsables des courants transitoires de type I et Ip (Ficker E et
Heinemann U 1992; Storm JF 1987, Storm JF 1988). Ces courants K" sont surtout
impliqués dans la repolarisation et la détermination de la fréquence des potentiels d'action
lors d'un burst dans des neurones spinaux (Segal M et al. 1984). Au niveau des cellules de
I'hippocampe, le bloc de ces courants par la 4-AP entraine une augmentation de la
concentration pré-synaptique de Ca®" (Jones RS et Heinemann U 1987) favorisant une
potentialisation de la relache de glutamate (Rutecki PA et al. 1987). Ceci a pour effet de
favoriser les réponses glutamatergiques ionotropes, mais également de recruter les
récepteurs glutamatergiques métabotropes (Perreault P et Avoli M 1991). Au niveau du
réseau de neurones, la 4-AP engendre de l'activité épileptiforme dans 1'hippocampe
(Heinemann U et al. 2006) et les structures parahippocampiques telles le EC, le subiculum,
le néocortex temporal (Avoli M 1996) ainsi que dans I'amygdale (Klueva J et al. 2003).
Ainsi, l'ajout de 4-AP a une tranche désinhibée par la bicuculline fait passer le réseau
hyperexcitable présentant des décharges de type inter-ictal (Khalilov I et al. 1997), a des
décharges prolongées de type ictal, et permet de mettre en évidence l'activation de
récepteurs métabotropes (Merlin LR et al. 1995; Lee AC et al. 2002). De plus,
I'application simultanée des deux antagonistes, ou le modele BIC+4-AP, entraine dans la
tranche une activité épileptiforme qui est résistante aux drogues anti-convulsivantes
(phénytoine, carbamazépine, acide valproique et phénobarbital). Selon Briickner et al., ceci
fait en sorte que le modéele BIC+4-AP constitue un modele de 1'épilepsie intraitable a la

médication, tel que la TLE (Bruckner C et al. 1999).
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1.3.1.2 Mode¢le KA

Le modele KA développé par Ben-Ari a la fin des années 70 a été trés utilis€ surtout
pour la compréhension de I’hyperexcitabilité de I’hippocampe et de 1’épileptogénese (Ben-
Ari Y et al. 1979). Ce modéle emploie 1’acide kainique (KA), un agoniste glutamatergique
se liant préférentiellement aux récepteurs kainate mais aussi aux récepteurs AMPA bien
qu'avec une moindre affinité (Werner P et al. 1991). Le KA génere une réponse lente qui
ne se désensibilise que peu ou pas en se liant a ces récepteurs comparativement au
glutamate, de sorte que le KA exerce un effet neurotoxique (Hampson DR et Manalo JL
1998). Selon les études utilisant le KA in vivo quatre modes d'injection sont employés: 1)
intra-cérébroventriculaire (i.c.v.) (Morin F et al. 1998b; Perez Y et al. 2006; Cossart R et
al. 2001), 2) intra-hippocampique (Represa A et al. 1987; Schwarcz R et al. 1978), 3)
intra-péritonéal (i.p.) (Renaud J et al. 2002) et 4) sous-cutané (s.c) (Najm IM et al. 1998).
Les quatre types d'injection engendrent un status epilepticus, mais entrainent un patron de
perte neuronale différent. Dans les deux premiers types la perte neuronale est plus localisée,
tandis que l'injection i.p. ou sous-cutanée cause une lésion qui s'étend au-dela de

I'hippocampe (Ben Ari Y 1985).

Lorsqu'injecté chez le rat éveillé (i.p. ou s.c.), le KA entraine tout d'abord un status
epilepticus accompagné de mouvements involontaires dits "wet dog shake, rearing, falling",
puis il s'ensuit des crises récurrentes, la mort de cellules pyramidales du CA3 et CAl, des
cellules du hile du DG et une perte sélective des interneurones O/A du CAl, ainsi qu'une
hyperexcitabilité de I'hippocampe (Nadler JV 1981, Ben Ari Y 1985, Best N et al. 1993,

Williams S et al. 1993, Perez Y et al. 1996, Morin F et al. 1998b, Franck JE et
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Schwartzkroin PA 1985). En plus de I'hippocampe, le status épilepticus causé par le KA

(i.p. et s.c) engendre aussi des dommages dans le complexe amygdalien : on y observe une
perte des interneurones marqués a la somatostatine deux semaines post-injection (Tuunanen
J et al. 1996) favorisant une hyperexcitabilit¢ de ’amygdale en partie due a la diminution

de I’inhibition (Smith BN et Dudek FE 1997).

Certaines ¢études ont suggéré qu'un effet direct du KA lors d'injections systémiques
ou intra-cérébroventriculaires soit responsable de la neurotoxicité et de la perte sélective de
certains neurones soit par un effet direct sur la sous-unité GluR6 des récepteurs KA qui est
impliquée dans la transmission synaptique et 1'épileptogénese (Mulle C et al. 1998), soit
par l'action directe d'une concentration élevée de KA sur les cellules parvalbumine-
positives sans expression préalable de la HSP-72 empéchant toute tolérance au KA (Best N
et al. 1996), ou encore par le phénomene de dendrotoxicité distale tel qu'observé dans les
interneurones somatostatinergiques suite a une relache excessive de glutamate (Oliva AA,
Jr. et al. 2002). Ces exemples d'effets directs sont en opposition au "two-hit hypothesis",
hypothése voulant que les crises initiales causées par le KA soient plutét la cause du
processus de 1'épileptogénese (Schmid R et al. 1999; Ben-Ari Y 2001). Il y a ainsi
nécessité d'avoir un premier traumatisme au systéme nerveux central (ex. convulsions
causées par une infection ou une forte fievre prolongée) notamment a un jeune age causant
des changements au cerveau le rendant vulnérable, ce qui fait en sorte que des convulsions
subséquentes se transforment rapidement en véritables crises épileptiques récurrentes
(Schmid R et al. 1999; Hoffmann AF et al. 2004; Somera-Molina KC et al. 2007). Un

autre exemple de cette 'double insulte' est montré par une Iésion corticale néonatale
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effectuée chez le rat qui diminue le seuil de déclenchement de convulsions fébriles
généralisées et prolonge ces manifestations par rapport aux animaux non-1ésés (Scantlebury

MH et al. 2004).

L'acide domoique, un autre agoniste glutamatergique présent dans certaines especes
d'algues, a également la capacit¢ de se lier aux KAR et d'avoir un effet neurotoxique
(Stewart GR et al. 1990) tel qu'il a ét€¢ observé au Canada lors d'une intoxication a 1'acide
domoique suite a 1'ingestion par plusieurs personnes de moules contaminées (Olney JW et
al. 1990). Dans le cas de l'acide domoique (DA), la neurotoxicité entraine de la perte
cellulaire dans le CA3 et CA1 par un processus de nécrose impliquant la transcription des

genes Bel-2 et Bax (Ananth C et al. 2001)

1.3.2 L'activité épileptiforme dans le circuit hippocampique

1.3.2.1 Hyperexcitabilité du réseau

Etant donné que I'activité qui a lieu dans une tranche de cerveau de rat est différente
de celle chez un individu atteint du TLE, on ne peut pas parler de réelle condition
épileptique qui ne peut se manifester que dans un cerveau in vivo. Lorsque chez des
patients une activité électro-encéphalographique avec des caractéristiques typiques de
pointe-onde survient en absence de manifestation clinique, l'activité est dite épileptiforme
puisqu'elle ne correspond pas et ne mene pas nécessairement a une crise épileptique (Engel
J Jr 1989). La condition épileptiforme en tranche fait plutdt référence a un état
d'hyperexcitabilité du réseau neuronal dii & des modifications aigiies ou chroniques. Tel que

vu précédemment, le KA est un de ces agents pharmacologiques qui cause de
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I'hyperexcitabilit¢ dans le circuit hippocampique par son effet excitotoxique.

L'excitotoxicité a été décrite par Olney (Olney JW et Sharpe LG 1969) pour signifier les
dommages causés par le glutamate libéré massivement lors de crises d'épilepsie.
L'utilisation de ce terme a, depuis, été ¢largie aux dommages causés par d'autres molécules
telles le KA, I'AMPA et le DA. Dans la matiere blanche de la moelle épiniére par exemple,
lI'excitotoxicité du glutamate est associée a une entrée massive de calcium médiée par les
AMPAR (Li S et Stys PK 2000). D'autre part, en tranche dhippocampe en culture la
toxicité médiée par les récepteurs AMPA est diminuée par les acides gras poly-insaturés
(Ménard C et al. 2009), pouvant expliquer en partie les bienfaits de la diéte cétogene sur

les crises d'épilepsie chez les enfants (Schwartz RH et al. 1989).

Les décharges synchrones

Le concept d'hyperexcitabilité est principalement associé a l'apparition de décharges
synchrones dans un réseau de neurones excitateurs. Dans des tranches d'hippocampe, la
région CA3 est treés susceptible a ce type d'activité synchrone qui se développe lorsque
lI'inhibition par les cellules GABAergiques est diminuée (Cohen I et al. 2006). La perte
d'inhibition mene a la propagation des décharges en bouffée des cellules pyramidales via
les fibres excitatrices récurrentes (Miles R et Wong RK 1987). Ce phénoméne de l'activité
rythmique et synchrone a été reproduit par modélisation de la région CA3 de 1'hippocampe
et est dépendant de trois facteurs: 1) des propriétés intrinseéques des cellules pyramidales du
CA3, notamment leur capacité de décharger en bouffée; 2) de l'inter-connectivité des

cellules pyramidales du CA3 via les fibres récurrentes et 3) de la diminution de 1'inhibition
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GABAergique (Traub RD et al. 1989). L'hyperexcitabilité¢ de la région CA3 peut, entre

autres, étre exacerbée par le "sprouting" des fibres moussues du DG (Mello LE et al. 1993)
et par la neurogénése ayant lieu en permanence dans le DG mais qui connait une

recrudescence lors de l'activité épileptiforme (Parent JM et al. 1997).

Certaines ¢tudes ont tent¢ de comprendre le lien entre les différentes composantes
de la formation hippocampique lors de la propagation de l'activité épileptiforme en tranche
in vitro. Ces études ont trouvé que cette propagation ne suivait pas toujours le parcours de
la boucle tri-synaptique classique de I’hippocampe lors d'une activité de type ictale. Elle
peut outrepasser le DG et le CA3 pour se rendre directement au CA1 a partir du EC par la
voie temporo-ammonique (Barbarosie M et al. 2000; D'Antuono M et al. 2002; Shetty AK
2002). Elle peut aussi outrepasser le DG pour se rendre au CA3, et ensuite effectuer une
"rétroprojection” vers le DG contribuant potentiellement a l'activité épileptiforme

(Scharfman HE 2007).

La perte d'inhibition

Dans le modele KA, la région CA1 est trés susceptible a I'hyperexcitabilité entre
autre a cause de la perte d'interneurones (Morin F et al. 1998b). Cette perte n'est toutefois
pas totale et on retrouve des interneurones du CA1 qui survivent au traitement par le KA.
On parle donc de perte sélective d'interneurones. Les interneurones qui sont touchés sont
ceux de la couche O/A avec un arbre dendritique horizontalement orienté (Lacaille JC et
Schwartzkroin PA 1988a), plus spécifiquement ceux qui sont PV-, SS- et GAD-

immunopositifs (Best N et al. 1993; Morin F et al. 1998b). Il a ét¢ montré que ces
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interneurones "vulnérables" projettent leur axone dans la couche L/M au niveau des

dendrites distales des cellules pyramidales du CA1 (Franck JE et al. 1988) ayant un effet
important sur le contréle de l'excitation dendritique de ces cellules et l'intégration des
potentiels post-synaptiques (Maccaferri G et McBain CJ 1995; Miles R et al. 1996). Bien
que chez l'animal jeune les cellules pyramidales du CA3 sont moins vulnérables au
traitement par le KA (Holmes GL et Ben-Ari Y 2001), la perte sélective d'interneurones du
CA1l a quand-méme lieu chez les jeunes rats (Renaud J et al. 2002). Par ailleurs, les
interneurones dont lI'axone projete dans la couche pyramidale telles les cellules a panier sur
le corps cellulaire ou les cellules axo-axoniques ne sont pas vulnérables dans le modele KA
(Cossart R et al. 2001) et continuent d'assurer un certain controle sur les cellules

pyramidales (Franck JE et al. 1988).

La formation de nouvelles synapses et modification de synapses

Etant donné la perte importante de l'excitation provenant des collatérales de
Schaffer due a la dégénérescence des cellules pyramidales CA3 et la perte partielle des
interneurones locaux du CA1, comment expliquer 1'hyperexcitabilité de la région CA1 dans
le modéle KA? A I'échelle du réseau (Figure C), la perte sélective d’interneurones serait en
partie responsable de 1’hyperexcitabilit¢ du CA1 (Nadler JV 1981; Ben Ari Y 1985; Franck
JE et Schwartzkroin PA 1985; Perez Y et al. 1996; Morin F et al. 1998b; Cossart R et al.
2001; Best N et al. 1993; Williams S et al. 1993). D'autre part, la formation de nouvelles
fibres collatérales et terminaisons récurrentes des cellules pyramidales du CA1 contribue a

augmenter 1'hyperexcitabilité du circuit puisque ces collatérales favorisent alors des boucles
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récurrentes d'activation entre les cellules pyramidales (Perez Y et al. 1996). Enfin,
malgré qu'il n'y ait pas de perte des interneurones R/LM et que ceux-ci soient résistants
dans le modele KA il y a néanmoins une déafférentation partielle de 1'apport excitateur sur

ces interneurones les rendant moins actifs (Morin F et al. 1998a; Williams S et al. 1993).
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Figure C: Circuiterie locale de la région CA1 en conditions normale et épileptiforme.
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Schéma simplifié¢ des modifications synaptiques des interneurones O/A et R/LM
dans le réseau du CAl, suite au traitement au KA. En A) en condition normale les
interneurones O/A, dont les afférences proviennent des cellules du CA3 et/ou du
CAL1l (en rouge), projettent sur les dendrites des cellules pyramidales du CA1 a des
endroits divers (en noir). D'autre part, les interneurones R/LM sont activés par les
fibres du CA3 ainsi que des afférences du EC (en rouge) et inhibent les dendrites
distales (en noir). En B), suite a la condition épileptiforme, des pertes d'afférences
excitatrices (du CA3) et inhibitrices (perte d'interneurones O-LM du CA1) ont lieu
(en vert), en plus de l'apparition de nouvelles fibres excitatrices des afférences du
CA3 sur les dendrites distales des cellules pyramidales, et de "sprouting" des
axones pyramidaux sur les interneurones O/A resistants ainsi que sur leur propre
dendrites basaux (en bleu), faisant état de la plasticité du CAl en condition

¢épileptiforme.

L'implication d'autres récepteurs dans l'hyperexcitabilité

D'autres facteurs contribuent également a l'activité épileptiforme des cellules
pyramidales a I'échelle de la transmission synaptique. Le GABA devient dépolarisant plutot
qu'hyperpolarisant en condition épileptiforme induite in vivo (Alger BE et Nicoll RA 1979;
Grover LM et al. 1993; Timofeev I et al. 2002; Fujiwara-Tsukamoto Y et al. 2003) par un
changement d'expression de ses co-transporteurs des ions chlore et bicarbonate (Dzhala VI
et al. 2005; Galanopoulou AS 2007). D'autre part des changements au niveau des sous-
unités des NMDAR dans la condition épileptiforme causent une sensibilit¢é moindre du
récepteur pour l'ion magnésium (Chen Y et al. 1999) ce qui facilite la décharge en bouffée

des cellules pyramidales. Ceci combiné au fait que les synapses excitatrices nouvellement
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formées semblent avoir une plus grande proportion de NMDAR (Avoli M et Olivier A

1987) favorise 1'hyperexcitabilité du réseau CAl. Par ailleurs, dans le modele KA T'activité
synaptique spontanée dépendante des NMDAR des interneurones O/A résistants a
l'excitotoxicité a une cinétique plus lente qu'en contrdle résultant en des courants
synaptiques de plus longue durée (Perez Y et al. 2006). Ainsi, de multiples phénomenes
peuvent avoir lieu dans le réseau neuronal en réponse a des crises ou a un agent

convulsivant, et contribuer au processus d'épileptogenese chronique.

1.3.2.2 Implication des mGluRs dans I'hyperexcitabilité du réseau hippocampique

Un autre facteur impliqué dans I'hyperexcitabilité de I'hippocampe et possiblement
dans la genese de décharges de type ictal est 1'activation de mGluRs. Des changements de
l'expression et de la fonction des mGluRs ont été observés dans I'hippocampe de patients
atteints de TLE (Blumcke I et al. 2000; Dietrich D et al. 2002). Selon la classe de mGluR
impliqué, leur activation a soit un effet pro-convulsif ou anti-convulsif. L'injection d'un
antagoniste mGIuRI (AIDA) chez le rat in vivo précédant une injection de KA diminue la
perte d'interneurone induite par le KA et améliore la performance dans des taches de
mémorisation spatiale dépendantes de 1'hippocampe chez les rats KA (Renaud J et al.
2002). In vitro, l'application de I'agoniste mGIluRI DHPG cause des décharges
¢épileptiformes et une potentialisation des réponses synaptiques des cellules pyramidales du
CA3 qui persistent a long terme apres 'application de I'agoniste (Merlin LR et Wong RK

1997), ce qui confirme le role pro-convulsivant des mGluRI.
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Dans certains interneurones O/A du CA1, l'activation de mGluR induit in vitro de
larges courants entrants. Ces réponses ont d'abord été caractérisées comme étant médiées
par les mGIuRI/IT (McBain CJ et al. 1994), puis l'utilisation d'agonistes spécifiques a
permis de préciser 1'implication aux sous-types mGluR1 et 5 du groupe I (van Hooft JA et
al. 2000). 11 a de plus été montré par des applications locales de glutamate que des
oscillations calciques étaient déclenchées de maniere mGluRs-dépendante (Carmant L et al.
1997). Ces oscillations calciques accompagnant les courants entrants mGluR-dépendants
sont dus & une entrée de Ca’" par les canaux calciques voltage-dépendants et a une
libération des stocks intra-cellulaires (Woodhall G et al. 1999). Il est a noter que ces
oscillations sont observées spécifiquement dans des interneurones O/A, plus précisément
ceux qui projettent leur axone au niveau des dendrites distales des cellules pyramidales
contrairement aux autres interneurones (McBain CJ et al. 1994). Plus récemment, il a été
démontré que l'activation de mGIluR1 et 5 déclenchait des cascades de signalisation
distinctes dans les interneurones du O/A. Dans un cas, l'activation mGluR1 entraine une
augmentation calcique issue des canaux récepteurs de potentiel transitoire (TRP) et des
stocks intracellulaires, tandis que l'activation mGluRS entraine une augmentation de

calcium provenant uniquement des stocks intracellulaires (Topolnik L et al. 2006).

Les sous-types mGIluR1 et 5 ont des roles distincts mais complémentaires dans
l'activité épileptiforme a long terme induite in vitro dans les cellules pyramidales du CA3
(Mannaioni G et al. 2001). En effet, bien que les deux soient nécessaires a I'épileptogénese,
les mGIuRS jouent un rdle plus important dans l'induction tandis que les mGluR1 sont

plutot impliqués dans le maintien de 'activité épileptiforme (Wong RK et al. 2005; Merlin
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LR 2002). Plusieurs données existent sur le réle des mGluR1 et 5 en conditions
épileptiques dans les cellules pyramidales de 1'hippocampe, mais il y a peu de données dans

les interneurones de I'hippocampe dans le contexte particulier de la condition épileptique.

L'emploi d'un modele in vitro de l'activité épileptiforme de type ictal a été
développé employant la biccuculline (BIC) et la 4-aminopyridine (4-AP) pour augmenter
I'excitabilit¢ du réseau et favoriser l'activation synaptique des mGluRs pendant les
décharges épileptiformes des cellules pyramidales (Lee AC et al. 2002). Ce mod¢le a pour
avantage de développer une activité¢ de type ictal comportant des décharges de potentiels
d'action en bouffée surmontant une enveloppe dépolarisante de longue durée, et ce,
rapidement dans une tranche issue d'un rat naif. Ce modé¢le nous est apparu potentiellement
intéressant pour ¢étudier les role des mGluR1 et 5 dans les interneurones du CA1l lors de

l'activité épileptiforme.
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1.4 Problématique abordée au cours de la thése

Dans cette thése nous aborderons la problématique du rdle des récepteurs
glutamatergiques dans l'activité épileptiforme des interneurones des couches oriens et
alveus (O/A), possiblement li¢ a leur vulnérabilité sélective dans 1'épilepsie du lobe
temporal, en utilisant des techniques ¢électrophysiologiques de patch-clamp et d'imagerie

calcique en tranche d'hippocampe de rat.

Dans le premier article, nous caractériserons, selon leurs propriétés neurochimiques,
les types d'interneurones du CAl qui sont vulnérables dans le modele KA. Cette
caractérisation sera faite également en fonction de 1'dge étant donné que le rat jeune est
normalement plus résistant aux séquelles des crises épileptiformes que le rat adulte
(Holmes GL et Ben-Ari Y 2001), bien qu'il y ait néanmoins une perte d'interneurones du
CA1 malgré 1'absence de perte des cellules pyramidales du CA3 a cet 4ge (Renaud J et al.
2002). Ensuite, étant donné¢ que certaines études suggerent que l'effet épileptogene de
l'injection de KA s'effectue directement et rapidement par le KA (Mulle C et al. 1998; Best
N et al. 1996; Oliva AA, Jr. et al. 2002) nous déterminerons si la vulnérabilité sélective
des interneurones O/A peut étre expliquée par des réponses différentes entre les
interneurones, a une application aigiie de KA. Cette étude permettra de déterminer si 1'on
peut différencier les interneurones O/A et R/LM par leurs réponses au KA a court-terme
afin de savoir si ces réponses pourraient étre impliquées dans la vulnérabilité sélective des

interneurones O/A.
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Une implication des mGluR1/5 a été démontrée dans l'activité épileptiforme des
cellules pyramidales induite par l'agoniste mGluR1/5 (Merlin LR 2002) et par une
activation synaptique (Lee AC et al. 2002). De plus, l'activation des mGluR1/5 entraine
des réponses différentes dans différents types d'interneurones (Carmant L et al. 1997,
Woodhall G et al. 1999). Par contre, lI'implication des mGIluR1/5 lors de l'activité
¢épileptiforme n'a pas encore été¢ évaluée dans les interneurones. Donc dans la deuxiéme
partie de la theése, nous examinerons les contributions respectives des sous-types mGluR1 et
mGIuRS5 dans les interneurones du CA1l lors de l'activité épileptiforme induite in vitro.
Nous examinerons plus particulierement si l'implication des mGluR 1/5 est différente entre
les sous-types d'interneurones afin d'évaluer si l'activation de ces récepteurs peut étre

impliquée dans la vulnérabilité sélective des interneurones O/A dans les modeles du TLE.

Finalement, une étude est présentée en annexe a laquelle j'ai contribué et qui traite des
changements qui ont lieu au niveau des propriétés des synapses excitatrices sur les
interneurones inhibiteurs suite a la réorganisation synaptique chez les rats traités au KA.
Nous examinerons les changements de l'activité synaptique chez les interneurones O/A et

les interneurones du Radiatum qui survivent aux crises €pileptiques.
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Summary: Purpose: We sought to identify the inhibitory in-
terneurons of the rat hippocampal CAl region selectively vul-
nerable in the kainic acid (KA) model of temporal lobe epilepsy
and to determine whether their selective vulnerability could be
due to differential short-term KA effects,

Methods: We quantified vulnerable interneurons in sirafum
oriens-alvens (O/A) by vsing immunohistocheristry for glu-
tamic acid decarboxylase (GALD), parvalbumin (PV), and so-
matostatin (55) afler KA injections in rats, and then compared
in normal slices the effects of KA on interneurons either in
O/A (vulnerable to KA) or in strata radiatim and lacunosum-
moleculare (RILM) (resistant to KA) by using whole-cell record-
ing and calcium imaging.

Results: GAD-, PV- and SS-positive cells in O/A were de-
creased after KA treatmment in P20 and P30 rats. Both short

The kainic acid (KA) model of human temporal lobe
epilepsy (TLE) is associated with short-term seizure ac-
tivity and specific cell loss inthe hippocampus (1,2). Treat-
ment with KA in adult rats induces several long-term net-
work changes including a loss of CA3 pyramidal cells,
dentate gyrus hilar cells, and certain CAl inhibitory in-
terneurons, as well as a sprouling of excitatory fibers (1,2).
The partial cell loss and resulting excitation/inhibition
imbalance has been proposed to render CA1 pyramidal
neurons hyperexcitable (1-8). The deficit in inhibitory
function in the KA and pilocarpine models of TLE is,
however, only partial (9-12). After intracerebroventricu-
lar (i.c.v) injection of KA in the adult rat, glutamic acid de-
carboxylase (GAD)-positive interneurons located in stra-
tum oriens/alveus (O/A) of the CA1 region are selectively
lost, whereas other GAD-positive cells located in strata
radiatum and lacunosum-moleculare (R/LM) are unaf-
fected (7). A similar selective loss of y-aminobutyric acid
(GABA)ergic somatostatin (SS)-containing interneurons
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(1-min) and long (10-min) applications of KA produced simi-
lar tetrodotoxin (TTX )-insensitive membrane depolarization and
decrease in inpul resistance in VA and R/LM interneurons. KA
responses were antagonized by CNQX and GYKIS524066, sug-
gesting AMPA receptor activation, KA also generated a similar
inerease in intracellular Ca®* in O/A and R/LM interneurons,
which was antagonized by CNQX and GYKI52466,

Conclusions: The selective vulnerability of GAD-, PV-, and
SS-nnmunopositive O/A intermmeurons in (he KA model may not
arige from cell-specific short-term membrane effects or caleinm
responses indoced by KA, but from other glutamate receptor-
mediated excitotoxic processes.  Key Words: Temporal
lobe epilepsy—Hyperexcitability—Whole-cell patch-clamp—
Glutamate receptors—Calcium imaging.

in O/A has been observed after i.c.v. injections of KA and
intraperitoneal (i.p.) administration of pilocarpine in adult
rats (8). Interestingly, Nissl stain studies have shown that,
although pyramidal cells of the immature brain are less
vulnerable to seizure-induced cell death than are those of
the mature brain (13), the selective vulnerability of O/A
interneurons is present in young animals (14). However,
the neurochemical identity of the selectively vulnerable
cell types in young animals and the mechanisms invelved
in the selective vulnerability of O/A inlerneurons remain
to be determined.

As a glutamate-receptor agonist, KA acts in a
concentration-dependent manner via activation of
ionotropic a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole
propionic acid (AMPA) and KA subtypes of glutamate
receptors. It augments the excitability of hippocampal
principal neurons by increased membrane conductance
and depolarization as well as depression of inhibitory
transmission (15,16). The development of selective
pharmacologic agents for AMPA receptors (AMPAR)
and KA receptors (KAR) has uncovered complex actions
of KA on interneurons and pyramidal cells (17-19). A
KAR-mediated component of excitatory postsynaptic
currents (EPSCs) has been reported in neurons of
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the hippocampus and other brain structures (19,20).
Moreover, KAR-mediated components were recently
identified in spontaneous, miniature, and evoked EPSCs
in CAl interneurons. Interestingly, pure KAR-mediated
EPSCs were exclusively observed in CA1 interneurons of
stratum ortens (21). Consistent with these KAR actions,
submicromolar concentrations of KA induce a direct and
selective postsynaplic excitation of CAl interneurons,
which in turn results in an increase in spontaneous
inhibition in pyramidal neurons (22,23). In addition,
KARs presynaptically modulate transmitter release.
Activation of presynaptic KARs modulates release
bidirectionally at GABA synapses of pyramidal neurons:
weak activation with low concentration enhances release,
whereas strong activation leads to inhibition of release
(24-27). Submicromolar KA also enhances spontaneous
and evoked release of GABA on CAl interneurons via
a presynaptic mechanism (28). A similar bidirectional
regulation of glutamate release by kainale autoreceptors
also has been described (29-35). However, in contrast to
the effects of submicromolar doses, higher concentrations
(in the micromolar range) of KA appear necessary for
excitoloxicity. Applications of 5 uM KA are required
for cell-death induction of parvalbumin (PV)-positive
interneurons in the CA3 and CA1 region of hippocampal
slice cultures (36). Similarly, applications of 5-10 uM
KA are necessary to elicit dendrotoxicity of hippocampal
interneurons (37).

The aim of the present study was to clarify the cel-
lular mechanisms underlying the selective vulnerability
of O/A interneurons in the KA model of TLE. First, by
using immunohistochemical methods, we examined the
neurochemical identity of the subgroups of O/A interneu-
rons selectively vulnerable to a systemic (i.p.) injection of
KA in both adult (P30) and young (P20) rats. Second,
although indirect seizure-induced network effects may
be suggested to be responsible for the selective vulner-
ability of interneurons because different pharmacologic
treatments (e.g., KA and pilocarpine) can induce simi-
lar interneuron loss (7,38), the findings that short-term
applications of a micromolar concentration of KA are ex-
citotoxic for interneurons in hippocampal slice cultures
(36,37 ) suggest that direct KA effects also may be involved
inthe selective vulnerability of interneurons. Furthermore,
it has been shown that these effects may develop rapidly
(37,39). Thus we compared, by using whole-cell recording
(23) and calcium imaging techniques, the short-term ef-
fects of micro- and submicromolar concentrations of KA
(36,37) on interneurons located in O/A (KA-vulnerable
population) and in R/LM (KA-resistant population). Our
results show for the first time that as early as P20, an age
al which no damage of pyramidal cells is seen, GAD-,
PV-, and S§-positive interneurons located in O/A are se-
lectively lost after i.p. KA injection. Our results also in-
dicate that short-term KA applications generate similar
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postsynaptic membrane responses and intracellular cal-
cium increases in interneurons of both O/A and R/LM
regions. Our data suggest that the selective vulnerability
of O/A interneurons to KA excitoloxicity may not be due
to cell-specific short-term effects of AMPAR/KAR ac-
tivation, but rather to other glutamate receptor-mediated
excitotoxic processes. Some of these results have been
presented in abstract form (40).

METHODS AND MATERIALS

Kainic acid treatment and immunohistochemistry
Male Sprague-Dawley rats (Charles River Laborato-
ries, St-Constant, QC, Canada) were given two iniraperi-
toneal (i.p.) doses of KA (Tocris Cookson, Ellisville,
MO, U.S.A./Diagnostic Chemicals Limited, Charlotte-
town, P.E.I, Canada) diluted in saline (0.99% NaCl; pH
7.4) at 1-h intervals at postnatal days 20 or 30 (P20, 6.0
mg/kg, n=5; P30, 6.75 mg/kg, n = 5). The first injection
did not induce seizures, but after the second injection, pro-
longed status epilepticus (>4 h) was induced with limited
maortality (<5%). Age-matched controls (P20, n = 3; P30,
n = 3) received an equivalent volume of saline solution
(0.9% NaCl, i.p.). All experiments were performed in ac-
cordance with protocols and guidelines of the Canadian
Animal Care Committee (1993) and the National Insti-
tutes of Health (NIH; NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals), and approved by the Université de
Montréal institutional animal ethics committee.
Forty-five days after KA injection, rats were anes-
thetized (xylazine, 10 mg/kg i.p., Rompun; Bayer Inc.,
Pointe-Claire, QC, Canada; ketamine, 90 mg/kg i.p., Ke-
taset; Wyeth-Ayerst Pharmaceuticals, Saint-Laurent, QC,
Canada) and perfused transcardially with 0.1 M phosphate
buffered saline (PBS) followed by 4% paraformaldehyde
in 0.1 M PBS at room temperature (pH 7.4). Brains were
removed, postfixed in the same fixative for 24 h, eryopro-
tected with 30% sucrose in PBS for 24 h, andthen placed in
OCT embedding medium (Tissue-Tek; Sakura, Torrance,
CA, U.S.A) to be frozen at —70°C. Coronal serial sec-
tions of 10 wm were cut through the dorsal hippocam-
pus with a eryotome and collected free-floating in 0.1 M
PBS. All sections were incubated in 3% normal donkey
serum (NDS) and 2% bovine serum albumin (BSA) in 0.1
M PBS. A 1/5 series of sections were then incubated in
rabbit anti-GAD polyclonal antibody (Chemicon Interna-
tional Inc., Temecula, CA, U.S.A.) diluted (1:1,000) in 1%
NDS and 0.2% BSA in PBS, rinsed in PBS, and incubated
in secondary antibody Cy3-conjugated donkey anti-rabbit
immunoglobulin G (1gGG) (H+L) (Jackson ImmunoRe-
search Laboratoires Inc., West Grove, PA, US.A))
diluted in 1% NDS and 2% BSA in PBS. Another 1/5
series of sections were incubated in rabbit anti-PV poly-
clonal antibody (1:2,000; Chemicon International Inc.) or
mouse anti-SS monoclonal antibody (1:1,000; Chemicon
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International Inc.) in 19 NDS, 0.2% BSA, and 0.1% Tri-
ton X-100 in PBS. These sections were rinsed in PBS and
incubated in secondary antibodies Cy3-conjugated don-
key anti-rabbit IgG (H+ L) and Cy2-conjugated donkey
anti-mouse [gG (Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.) in 1% NDS, 2% BSA in PBS. All the sections were
then rinsed in PBS and mounted on slides with 1% glyc-
erol and examined under a fluorescence microscope. In-
terneurons in O/A were counted on sections confined to
the septal area where the lateral and medial blades of the
dentate gyrus were of equal length and sections 500 pem
posterior to that point. The number of interneurons was
estimated by using the fractionator method (14,41,42). In
this method, the total number of cells was counted, and
the estimation of the number was made by multiplying the
number of cells counted in one section by the number of
sections used,

Slice preparation and elecirophysiology

Transverse hippocampal slices were prepared as pre-
viously described (43). In brief, naive male Sprague—
Dawley rats aged P30 to P40 were anesthetized
with halothane (MTC Pharmaceuticals, Cambridge, ON,
Canada) and rapidly decapitated. The brain was extracted
from the skull and immediately immersed in cold (4°C)
and oxygenated (95% Oy, 5% COy) artificial cerebrospinal
fluid (aCSF) containing in mM: 124 NaCl, 5 KCl, 2 CaCly,
26 NaHCO;, 1.25 NaH; POy, 2 MgSOy, 10 D-glucose (pH
7.3-7.4; 300-310 mOsm). Slices (300 gm) were obtained
from the right hemisphere by using a vibratome (Camp-
den Instruments Ltd., Loughborough, U.K.; or Leica Mi-
crosystems Inc., Buffalo, NY, U.S.A.) and were placed
in aCSF at room temperature. Slices were allowed to re-
cover =1 hbeforebeing transferred individually and main-
tained in a recording chamber (2-3 ml/min). For patch-
clamp recordings, interneurons were visualized by using
an upright microscope (Olympus America Inc., Melville,
NY, U.S.A)) equipped with DIC and IR video camera
(Cohu, San Diego, CA, U.S.A). Whole-cell current-clamp
recordings were made by using horosilicate patch pipettes
(1 mm OD; A-M Systems, Carlsborg, WA, US.A) of
4-5 M2 resistance when filled with an intracellular so-
lution containing (in mM): 140 K-gluconate, 10 HEPES,
1 MgCl,, 8 NaCl, 10 phosphocreatine, 0.4 GTP, 2 ATE,
0.15% biocytin, 0.5 EGTA (pH 7.2-7.3 adjusted with
KOH, 290 mOsm). Signals were acquired by using an
Axopatch 2008 amplifier (low-pass filtering at 1 KHz).
Data acquisition (2-KHz sampling rate) and analysis were
performed by using a Digidata 1200 analog—digital con-
verter (Axon Instruments, Foster City, CA, US.A.) and
pClamp7 software (Axon Instruments). Membrane po-
tentials and cell-input resistance variations were contin-
uously monitored via a hyperpolarizing current injection
protocol (0.1 pA, 0.2 He, 100 ms), and cells with unsta-
ble responses were discarded from analysis. When indi-

cated, Na* channels were blocked by tetrodotoxin (TTX),
1 M (Sigma, St. Louis, MO, U.5.A)), AMPARs were
blocked by the noncompetitive antagonist GYKI152466,
30 pM (Sigma), and non-N-methyl-D-aspartic acid re-
ceptors (non-NMDARSs) were anlagonized by 6-cyano-7-
nitroguinoxaline-2,3-dione (CNQX), 20 uM (Sigma).

Calcium imaging

For simultaneous Ca®* imaging and electrophysiologi-
cal recordings, 140 mM K-methylsulfate was used as main
electrolyte in the intracellular solution, and the antioxidant
Trolox (40 uM) (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada)
was included in the aCSE The intracellular solution
contained the calcium indicator Oregon Green Bapta-1
(50 M) (Molecular Probes, Fugene, OR, U.S.A.) with-
out EGTA and was allowed to diffuse for a minimum of
20 min before starting imaging experiments. Fluorescence
images were obtained by using a xenon arc lamp (Sutter
Instrument Co., Novato, CA, U.S.A.), 488-nm excitation
and 520-nm emission filters, a cooled CCD camera (Sen-
sicam; Cooke Corp, Auburn Hills, M1, 11.5.A.), and ana-
lyzed with Axon Imaging Workbench 2.1 software {Axon
Instruments). The fluorescence intensity (Fpoq) was av-
eraged over the region of interest in the soma. Changes
in fluorescence were calculated relative to the averaged
baseline [luorescence (Fp.) and expressed as:

%AF/[F = (I—"pom — Frest)/ (Frest — Frac) x 100

where Fra 18 the background Muorescence measured out-
side the cell. Cells were depolarized by 10 to 15mV by
using current injections to generate calcium responses and
monitor cell responsiveness at the beginning and end of
experiments.

Histology for hiocytin staining

After electrophysiologic and imaging experiments,
slices containing biocytin-filled cells were fixed in 4%
paraformaldehyde overnight (4°C), rinsed in PB (0.2 M),
and placed in HyOy (0.3% in PB, 0.1 M). After several
rinses in PBS and PBS-Triton (Triton 10%, dimethyl sul-
foxide), slices were incubated in avidin-biotin complex
(Wectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame,
CA, U.S.A.). The reaction product was visualized by us-
ing a DAB-nickel solution (Tris, nickel sulfate, imida-
zole, DAB 1%, H.O» 0.3%). Slices were mounted in
DPX mounting medium (Electron Microscopy Sciences,
Ft. Washington, PA, U.S.A.) and observed by using a
light microscope to confirm anatomically the interneuron
recordings.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the
mean (SEM). Differences between groups were assessed
by using Student’s f test, Mann-Whitney rank sum test, or
one-way analysis of variance (ANOVA), as appropriate,
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FIG. 1. Internsuren loss after kainate (KA) treatment. A: Immunefluorescence phetomicrographs of the hipposampal SA1 region from
saline- (3) and KA4reated (KA) rats, showing orfensfateers (OFA), prramidale (Pyr), and radiatum (Rad) layers. Immunolabeling shows a
loss of glutamic-acid decarboxylase- (GAD), parvalbumin- (PY), and somatostatin- (S3) positive neurons in XA for rats treated with KA
at postnatal ages P20 and P20 B: Summary histograms for all animals treated at ages P20 {B1) and P30 (B2) (n = 2 for saline-treated;
n = & for KA4reated, except for P20 GAD |abeling, n = 4), indicating a significant decrease in GAD-, PV-, and S5-positive O/A cells in

Ka-treated rats in beth age groups.

with the significance level s2t at p = 0,05, by using SPES
zoftware (SPSS Ing., Chicago, IL, US.A D

RESULTS

Selective vulnerability of interneurons

After KA injections at ages P20 and F30, all animals
experienced seimires characterizad by wet-dog shakes and
clonic and generalized rearing and falling comulsions
{data not shown), To examine the specific pattern of czll
loas in the hippocampal CA T reglon associated with KA-
induced ssizares, we quantifizd the O/4 interneurons im-
munopogitive for GAD, FY, and 85 in KA-treated and
sham-operated animals (Fig. 147, In F20 KA dreated rats,
the mamber of GAD-positive wells in O/A was deareazed
by 59.2% (n = 3), The number of FVY-positive cells was
reduced by 2979 (1= 5), and the number of 5= -positive
cellz was diminished by 914% (n = 3) (Fig, 1E1}). In
P20 EA-reated rate, the number of GAD-positive O/4
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cellz decrzased by 55.1% (n = 4) the number of FY-
poaitive cells by 65.0% (n = 5} and the mean mimber
of &=-positive O/A calls by 74.9% (n = 5) (Fig. 1E2),
Thess regults indicate that GAD-, FV-, and S5-pogitive
Of4 cellsin CA1 are gelectively valnerable to KA in con-
tragt to the gbsence of significant cell loss in rediction
and lacunosum-moleculare layers (14), Parthermore, this
internsuron vulnsrability was pregent in young animals,
at an age (F20) when CA3 pyramidal cell loss iz abesnt
(14).

Short-term effects of KA on O/A and R'LM
int erneur ong

Toexamine whether the sslective vulnerability of Qf4
interneuronsto KA tre atment was dus to differe ntial short-
tertn effects of KA on thess cells, we characterized the
affects of bath application of KA (5 w8, 1 min) on in-
terneurong located in the sparicr half of stratum oriens,
near ot in the alvens (KA nalnerable OF4 internenrong)
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FIG. 2. Short-term sffacts of kainate
(KA) on interneurons. Light photomi-
crographs showing representative Rad
hiocytin-labelled interneurons racor-
ded in stratum oriens-alveus (OFA)
(A) and strata radiatum and lacunc- LM
sum-maotecidare RILM (BY of hippo-
campal slices (otiensfalveus, TfA;
pyramidale, Pyr; radiatum, Rad; and C
lacunosum-moleculare, LMY G: Before
Whole-cell current-clamp recordings
from the CfA interneuron illustrated
in (&) A B0-z bath application of KA
induced a slow membrane depolar-
ization and elicited action-potential
firing. The membrane depolarization
was accompanied by a reversible
desrease in input resistance (Rin), [
as shown by the similar membrane
potential responses to current injec-

Rad
b oo
LM
KASuM
After
v 1L, . S —

Vehicle

tions before (left) and after (right) KA
application. Dt Similar experiment in
another A interneuron, shewing
that wehicle application elicted no
membrane depolarization or change
in Rin. E: Bar graphs for all cells
tested, showing the similar KA-
induced membrane depolarization
(E1} and decrease in Ry, (E2} in
A (n = 7) and R/ILM (n = 8)
intermeurons.

@

Depolarization (mV)
@ =

(Fig. 24}, versus internewons located at the border of
radiatum and lacunosum-moleculare layers (KA resistant
E/LM intzrneurons) (Fig, 2B) by using whole-cell record-
ings. Because the pattern of loss of O/A inferneurons was
gimilar at P20 and P30, we examined slectrophysiologic
responges in animals aged P30-P40. Both types of in-
terneurons respondad to KA with membrane depolariza-
tion and increassd cell firing (Fig, 200 KA induced a
reversible mean depolarization of 13.9 £ 2.8mV in O/A
cells [n = 7. resting membrane potential (RMF), —58.7 &+
2.2mV]and 10,5 &£ 1.3mV in R/LM cellz (n = 8; RMPE,
—5324+ 1.3 mV) (Fiz. 2E1). The depolarization was ac-
companizd by a mean redaction in cell input resistance
(Ein)to 524 £+ 10.3% of control at the peak KA effact in
O/A cellz and to 547 £ 67% of control in R/LM cells
(Fig. 2E2). These KA effects were not statistically differ-
ant in both calltypes. Control vehicle applications slicited
1o respongzs (mean membrane potential, —0.11 £ 043
m¥ in /4 and 0.73 + 0.54 mV in R/LM) (Fig. 2D),
These findings miggest that KA induces a similar depo-
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8

s 40

g

20

: 0 . I . |
R/LM Q/A R/LM

larization and input resistance decreass in O/A and B/LM
inferneurons,

Direct effects and AMPAR/KAR contributions

Eath applications of KA can induce both direct and
indirect effects on interneurons. To examine the possi-
ble differential direct effects of KA on internsurons, KA
wag bath-applizd in the presence of 1 pwdf TTH, In this
condition, KA induced a depolarization of 12.9 £ 14 m¥
in O/4 interneurons (n = 13; RMF, —53.5 £ 2.0 mV)
and a depolarization of 138 £ 1.3 mV in B M cellz (n=
8, EME, —53.8 £ 3.0 mV) (Fig. 3B1). Atthe peak KA ef-
fect, the Ry, wasreducedto &4.3 £5 2% of controlin OJ/A
callzand 2.5 4+ 5 4% of confrol in R/LM cells (Fig, 3B2).
Membrane potential and Ry values retrne d to control lev-
elz after washout of KA (Fig, 34, insets), The KA -induced
depolarizations and By, changes ware not satistically dif-
ferent in Of4 and BYLM internenrons. Farthermore, KA -
induced depolarizations and Ry changes in TTH were not
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FIG. 3. Direct effects of kainate (KA} on interneurons. A: Whole-
call current-clamp recording from a stratum oriens-aheuss (FA)
interneuren in the prasence of TTX (1 wM) showing the revarsible
membrane depolarization and decrease in input resistance (Rip)
induced by KA. Decrease in R ¢an be seen comparing voltage
responses to 100-pA hyperpolarizing current pulses deliverad be-
fore KA (manual depolarization of 10 mY indicated by open sym-
bols) versus at the peak of the depolarizatien, or in the insets
showing membrane responses to current injection at similar ¥y,
(—53 m¥) before, during, and after (15 min) K& application. B: Bar
graphs of depelarization {B1) and Rj, reduction (B2} induced by
KAin A (n = 13) and strata radiatem and lacune sum-moleculars
(RLM; 0 = &) interneurons, showing the similar effects in both cell
groups.

slgnificantly different from thoss cbeerved inthe ahesnce
of TTX (Fig. 2),

We alzoverified that twoprolongsd (10-min ) bath appli-
cations of KA (1wl separated by 1h, which may mimic
our in vivo KA injections ussd inthe first part of the study,
alivited similar membrane responses in both populations
of interneurons, In thess experiments {in TTH), the first
KA application elicited a similar depelarization in Q/a
(144 +15mV,n=5)andR/LM(138+25mV,n=2¢)
callz. The gzcond application also slicited a zimilar depo-
larization in O/4 (146 £ 17 mV)and RAM(19.6 £ 2.9
m¥ ) cells (Fig. 447, We also tested the effect of repeated
applications of 2000 KA, a lower concentrationthat ac-
tivates selectively KARs A first KA application elicited
agignificantly smaller depolarization in O/A inferneurons
5.0+ 1.5mV;n = 11) than in R M cells (102 £ 1.9
mY, n = 9} However, ffve of 11 OfA cells did not ap-
pear to respond to low-concentration KA (responss, <2
mY ), whereas all nine R/AM cells responde d. Mot over,
in regponsive czlls, the effects of 200 ndf KA were not
differsnt between O/4 and E/LM cells (Fig, 4B ). Thare-
fore thess results suggest that supra- and submicromolar
concentrations of KA elicit similar responges in O/A and
R/LM cells.
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To evaluate further the contribution of AMEA/EA re-
ceptors, we examined the actions of the AMPAR/KAR
antagonist CNQX and the sslective AMEAR antagonist
GYEIZ2466 on KA -induce d depolarizations (Figs. 5 and
&b and B). CNOH antagonized KA -induced depolariza-
tionby 574 £8.8%in O/ internsurons (p=0.002,n=7)
andby 43.8 £7.4% in R/LM czllz (p= 0,006, n= &) (Fig.
5C and DY, The block by CNQX was reverslble and was
neot significantly differsnt in O/A and B/LM cells, Next, we
assegzed the implication of AMEAR in KA regponges, ug-
ing the noncompetitive AMPAR antagonist GYKI32488
(30 1A on both cell types (Fig. 64 and B). In GYKI,
KA-induced depolarizations were reversibly diminished
by 33.2 £ 7.5% in OfA interneurons (p = 0018, n=7)
and by 46.7 &+ 10.2% in R/ALM cells (p = 0.023; n = 3)
(Fig. 6C and D), indicating a significant contribation of
AMPAER in KA responses. Thege effects of GTEI were
not significantly different in both czll types (p = 0.300),
Thess results muggest azimilar implication of non-NMD A
recapiors inthe direct short-term e ffectaof KA in O/4 and
E/LM internsurons,

KA-induced Ca?* responses in interneurons

Eecauze the postsynaptic membrane conductance
changes induced by KA were similar in O/4 and R/LM
interneurons, we examined postsynaptic Ca®t responses
elicited by KA in thege cellz by using whole-cell record-
ings and the flnorascent Ca®* indicator Orsgon Graen
EBapta-1. Bath application of KA (5 udf) produced an ele-
vation of intracellular Ca®* levels of 42.7 & 11.9% AF/F
in QA cella (n = 15, Fig. 7A and B) and an increas
of 28,0 &+ 5,09 AF/F in R/LM cells (n = 10; Fig, 7B).
The peak Ca?* responsss were not significantly differant
between OF4 and R/LM czlls, Parthermoers, the latency
topeak of Ca®* responses and membrane depolatizations
wete not significantly different (O/A cells: 19084+ 2198
for Ca®T responses and 157.6 4204 s for depolarizations;
R/LM cells: 285.3 £ 42.0 5 for Ca®+ responses and 211.5
=+ 35.2 2 for depolarizations). Vehicle applicationresulted
in only modest Ca® increases (OfA cells: 7.2 4+ 1.9%
AFF.n=38,R/LM cells: 34 £ 2.3% AFF n= 10, Fig.
7B Jassociated with spontans ous Ca*+ elevations (see, for
example, Fig. 8C) Thess results maggest that KA induces
intracellular Ca®t elevations of similar magnitude in Q/A
and B/LM calls.

Direct Ca®* responses and AMPAR/KAR
contributions

To assess pote ntial cell-specific differencas in Ca®* re-
sponses assoclated with dire of postsynaptic actions of KA,
responses were examinad in the presence of TTX. Ca®*
regponses induced by 5 M K4 in TTH were not alg-
nificantly different betweenboth cell types: 167 £ 3.7%
AFF for O/A interneurons in TTX (n = 4), and 17.6 +
1.9% AF/F for R/LM cells in TTX (n = &) (Fig. 84 and
E). Furthermore, these KA -induced Cat+ TeSpOnses Wers
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FIG. 4. Effects of repeated, prolonged applications of kainate (KA). Bar graphs of membrane depolarizations elicited in stratum orsns-
alvews (OYA) and strata radiatum and lacuncsum-moleculars (RILM) cells by two 10-min applications (at 1-h intervals) of 1 b (A) and
200 nM {B) KA. With a concentration of 1 wM, the depolarizations were similar in &fA (n = &) and R/ILM (n = &) cells (A). With the lower
concentration (200 nM), depolarization tended to be larger in RfLM cells, and this ditference was significant for the first application (n =
11 O¥A cells andn = 9R/LIM cells) (B, leff). Howewver, when only the responsive cellswere considerad, no significant difference was found
in depolarization elicited in O¥A (0 = &) and B/LM calls (n = 9) betweaen cealls (B, right) (Msignificant difference betweean CFfA and RYLM).

not significantly different from those obtained in the ab- We also examined the Ca?* responses elicited by sub-
sence of TTX. These data suggest that the Ca®* increases micromolar KA concertrations. In cells that responded to
induced by the direct postavnaptic action of micromolar 200 nd KA by depolarization, somatic Ca* responses
concettrations of KA are similar inboth cell types, weare small or undetectable (1.1 £ 10.3% AFF, n=§
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FIG. 5. Effacts of non-N-methyl-D-aspartate receptor (MMDAR) antagonists on kainate (KA)-induced membrane depolarizations. A,
B: Whole-cell current-clamp recordings from stratum criens-alveus CFA (A) and strata radiatum and lacunceum-moleculare RILM (B)
interneurcns showing that the non-NMDAR antagonist CMQX (20 M) reduced the diract effects of KA (in 1 @M TTX). C, D: Bar graphs
forall A (n = 7) and RILM (n = &) interneurens illustrating the similar antagonism by &-eyane-7-nitroguinoxaline-2,3-dione (CNGX) of
KA-induced depelarizations in both cell types (*significantly ditferant from control).
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FIG. 6. Effects of the a-amino-3-hydroxy-5-methyl-d-isexasole propionic acid (AMPA) receptors (AMPARS) antagonist GYKIS2466 on
kainate (KA)-induced depolarizations. A, B: Whole-cell current-clamp recordings from stratum criens-alveus OF A (A) and strata radiatum
and lacuncsum-moleculare RILM (B) interneurons showing that the AMPAR antagonist GYRIS2466 (30 wM) reduced the direct effects of
KA {in 1 gl TTX). G, D: Bar graphs for all &¥A (n = 7) and R/LM (n = &) interneurons, illustrating the similar antageonism of KA-induced
responses by the AMPAR antagonist in RfLi and OfA interneurons (*significantly different from contrel)

in O/A; 127 £7.6% AFE n= 9 in R/ALM), and were
not significantly differe it from spontansous Ca** changes
recorded during vehicle applications (3.4 &£ 12.1% AF/F,
n=4in O/, 3.5 + 9.6% AFF n=4in R/LM), Thess
results suggest that submicromolar concentrations of KA
do not elicit detectable somatic Ca®* responsesin OA and
R/LM interneurons.

Wa next examined whether C'a®* responses induced by
the direct postsynaptic action of 5 uM KA reaalted from
the activation of AMPAR/EAR, as obeerved for mem-
brans conductance changss. In the presence of TIZ and
of the AMFPARSK AR antagonists GYKIZ2466 and CNQH,
Ca™* responsss were significantly reduced by 73.1% in
OF internewrons (n = 5 p = 0.024) and by 414% in
R/LM interneurons (n = 5; p = 0.049) (Fig, 8C and D).
Thess e ffects were not significantly different between the
two call typas, Therefore AMEBAR/MAR contribie to the
K4-induced Ca®t increases similarly in both /A and
R/LM interneurons.

Epilepsia, Vl. 46, No. 6, 2005

DISCUSSION

The aims of the present study were (a) to determine
the neurochemical mabtypes of CAL internsurons that are
vilnerable inthe ip. KA model of TLE in juvenils (F20)
and young adult (F30) ratg, and (b to compars the actiong
of KA on the “vulnerable” and “resistant™ populations
of interneurons (O/A and R/ALM, respectively) to exam-
ine whether short-term effects of KA may underlis their
selective wulnerability, Cur resalts showed that GAD-,
FV-, and S5-immunopositive cells in O/A are selectively
lost in the CA1 hippocampus of KA -freated rats, even at
early stages (F20) in the abesnce of pyramidal cell loss
{14y Moreover, short-term KA applications (sither single
l-min or two prolonged 10-min) in hippocampal slices
produced a similar membrans depolarization and condne-
tancs increase in O/4 and B/LM internenrons, Thiz depo-
larization was mediated by an activation of posteynaptic
AMFPARMAR in both celltypes. Thess membrane affects
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FIG.7. Intracelular Ca®t rasponses induced by kainata (KA). A:
Simultanecus fluerescence {top) and membrane-petential (bot-
tom) changes induced by KA in a stratum origns-ahvews (OFA] in-
terneuron loaded with the calcium indicator Cregon Green Bapta-
1 (50 M) Fluorescence images (see insets) were acquired at
a frequency of 0.2 Hz KA evoked a large Ca2t increase (mea-
sured in the region of interest indicated by the box), which was
in association with membranedepolarization, cell fiting, and input
rasistance decraase. Br Bar graphs of Ca®F responsas dlicited by
KA and vehicle applications in OfA (KA n =15; wehicle n = 8) and
RLM (KA n = 10; wehicle n = 10) interneurons KA responses
were significantly different from vehicle applisation but were simi-
lar in &¥A and strata radiatum and lacuncsum-moleculzre (RILM)
cells

alsowere agsocizted with similar postsynaptic Ca+ eleva-
tions in Q4 and R/LM internsurons. Our results suggest
that the s:lective vulnerability of O/4 interneuronsto KA
may not be dus to the membrane conductance change or
to Ca® elevations indnced in the short term by KA, bat
likely to other glutamate re captor mechanisms. It remains
tobe determine d whethar thege other mechanizms irrvolve
Nat influx—driven dendrite beading, an exoitotoxic phe-
nomeanon alzo induced by KA (37). Our avidence that di-

rect short-term effects of KA may not be responsible for
the s=lective valnerability of O/4 interneurons also is con-
sigtent with observations of a similar selactive vulnsrabil-
ity of GAD-, FV-, and 33-pogitive O/4 internsurons after
selmires induced by pilocarpine, a pharmacologic agent
with a different mechanism of action (38).

Luoss of specific interneuraons

The /4 cell loss obssrved in the present study af-
ter ip KA injections confirmed a previous report using
Nissl-stained cell counts in P20 and P30 rats (140, Our
regults alzo are consistent with the reported logs of GAD-
positive OJ4 cells after fov, KA injsction in maturs rats
(7). Moraover, ourresults indicate that it iz the FV-and 8-
positive O/ internsurons that are selectively vilnerable
to K4, and thiz, both in juvenile (P20} and young adult
(F30) rats. We found a proportionately more important
loss of Y- and S5-positive cells than GAD-positive in-
terneurons after KA, Becanss GAD-positive interneurons
include cther subtypes of interneurons that are not im-
munopositive for FY and 35 [for review, sze (447], these
cther subtypes may be less vulnerable than FPY- and S3-
positive czlls to KA treatment. The specific loss of FV-
and S5-positive cells also iz consistent with the cell loss
ohgerved after pilocarping-indused seizares (38) and hip-
pocampal gtatiz epilepticng in rate (45), The logs of V-
and 25 pogitive OFA interneurons was greater at F20 than
at F30. Thiz finding i= in contrast with the loss of CA3
pyramidal czlls, which was pressnt at P30 bt not at P20
{137, Cnr data suggest that a hippocampal deficit imvoly-
ing solely FY- and S35 positive O/A interneurons and not
pyramidal calls may be pregent after ip. KA treatment
in young (F207 animals. The contritition of intrinsic and
metwork properties responsible for this s2lective vulnera-
bility of C/A cells versus pyramidal cellz remains to be
determined.

Short-term electrophysiologic effects of KA on
internenrons

O data revealed similar membrane depolarizations
and input resistance decreases evoksd by 5wl KA in
Qg and BALM calle, KA affects wers not different in the
presence of T, suggesting that they wers mainly postay-
naptic. Depolarizing KA responses were similarly reduced
in beth types of interneurons by the competitive antago-
nigt CNCE indicating an implication of AMEAR/EAR,
Because KA can activate KAR and AMPAR at micro-
molar cotcentrations (48), the szlective AMPAR antago-
nigt GYKIS2446 was usad to dissociate both compons nts.
CNQX blocked KA responszs by ~60%, and GYKI by
~40%, suggesting that short-term responsss to KA may
ke attribuatable in large part to AMFPAR activation in O/4
and B/LM calls, Mors over, submicromolar concentrations
of KA, which activates more szlectively KARS, elicited
zimilar membrane depolarizations in O/4 and B/ALM callz
that responded to such application, suggesting that the
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AMPAR/KAR antagonists in both O¥A (n = 5) and strata radiatum and lacuncsum-molscuiare (RLM; n = 5) interneurens

z2lective valnerability of O/A cells may not oocur through
aszlective KAR activation in these cells. Our results are
concordant with those of Coszartet al, (22), reporting sim-
ilar responses in O and R/LM inferneurons to mabmicro-
molar concentrations of KA, We found, however, that O/A
interneurong showad soms hetar oge neity in thair senaitiv-
ity to low KA concentration. These regults are different
from those of Cogsart et al. (22), who found that mostly
all O/A czllsresponded to submicromoelar KA concentra-
tion. The reason for this difference is unclear but could be
dus tostatistical variability, cell-sslection bias, or to other
methodologic differencas (for example, difference in KA
concantration: 250 ndf vs, 200 nM in the pregent sudy).

Short-term KA-induced Ca’+ responses in
interneur ons

Glutamate exoitotoxicity has been proposed to involve
a complex mokoular cascade initially triggered by an in-
tracellular Ca®t increase [for review, see (47)] We thus
tegtad whather a differential vulnerability to KA may arize
from differe nt intracellular Ca®+ responsesalicited inboth
popnlations of internsnrons. Cur evidence that Ca* sle-
wations induced by micromolar concentration of KA were

Epilepsia, Vl. 46, No. 6, 2005

similar in O and BSLM cells, and that submicromo-
lar concentration of KA did not elicit detectable Ca®+
responses in either cell type, miggests that the selective
vilnerability of C/A cells may not arise from specific
KA-induced Ca?t increases in these cells, Although KA
exertad similar membrane-conductance changes and in-
fracellular calcium increases in O/4 and B/LM cells, it
iz possible that these caloium responses triggerad differ-
ant intracellnlar mechanisms downstream from the Ca®*
elevations. We cannct exclude the possibility, also, that
intracellular diffusion of exogenous Cat chelators may
changs the endogenous (& buffering capacities of cells,
leaving undetected poggible interneuronal differsnces in
calcium handling, which may be important for czll death.
It should be noted as well that the Ca®t measurements
in our smdy were made in the somatic reglon, and thes
may differ from dendritically located Ca®t responses,
Clearly, howsever, the differential vilnerability iz not dus to
differential somatic Ca®* responsesper s Internenrons in
0/4 tended torespond with larger and more variable Ca®+
increases inthe absence of TTE, but appeared to respond
with less variability in the pressnce of TTX, muggesting
that the large regponse wvariability may reflect the presence
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of heterogeneous network-mediated Ca™ increases in dif-
ferent types of (/A interneurons (48,49).

Aside from direct activation of AMPAR/KAR, KA may
exert cell-type—specific excitotoxic effects indirectly. In-
terestingly, distinet somatic Ca®t responses mediated by
metabotropie glutamate receptors (mGluRs) have been re-
ported specifically in O/A interneurons in respense to lo-
cal applications of glutamate (43). These Ca®* responses
are mediated by group I/Il mGluRs and involve Ca**
influx via voltage-dependent Ca®* channels and release
from ryanodine-sensitive intracellular stores (50). These
mGluR actions are specific to OfA interneurons and ab-
sent from R/LM cells. More recently, AIDA, a group I
mGluR antagonist, has been shown to prevent CA1 O/A
interneuron loss in the i.p. KA model (14). Hence, because
our results indicate that the direct short-term effects of KA
are similar in O/A and R/LM mterneurons, the selective
vulnerability of O/A interneurons may involve the acti-
vation of specific mGluR-mediated mechanisms in these
cells.

Although short-term effects of KA were not signifi-
cantly different in O/A and R/LM interneurons, our study
does not exclude the possibility of differential long-term
effects of KA in these cells. Prolonged cell-type—specific
changes, such as reduction of excitatory postsynaptic cur-
rents (EPSCs) after i.c.v. KA treatment (51), an increase
in KAR density after status epilepticus (17) as well as
the formation of aberrant synapses (6,52,53) have been
reported.

How relevant are the in vitro data to the in vivo con-
ditions? The hippocampal KA concentration necessary to
induce seizures and cell death in vivo is, as yet, unknown.
Although epileptiform activity in slices can be obtained
by submicromolar concentrations of KA (16,54), short-
term applications of micromolar concentrations of KA are
excitotoxic o interneurons in hippocampal slice cultures
(36,37). Which KA concentration (submicromolar or mi-
cromolar) in slices reflects the in vivo conditions remains
to be determined, but the broad spectrum of concentra-
tions tested in our study (200 nM and 1-5 M) indicates
that short-term effects elicited by these KA concentrations
were not different in O/A and R/LM interneurons. These
short-term effects are thus unlikely to be responsible for
the interneuron selective vulnerability.

Functional consequences

In normal hippocampus, pyramidal neurons make re-
current excitatory contacts onto O/A intermeurons, pro-
ducing feedback inhibition (35-57). After KA treatment,
a large population of O/A cells are lost, whereas interneu-
rons in R/LM cells are partially deafferented, resulting in
reduced inhibitory drive to pyramidal cells (8,51). Be-
cause some (WA interneuron axons project selectively
to stratum lacunosum-moleculare, where afferents of the
temporoammonic (TA) pathway form synapses with dis-
tal dendrites of pyramidal cells (58), a functional conse-

quence of (/A cell loss on the CA1 network may be a
disinhibition of the TA pathway. Pyramidal cell axonal
sprouting and new synapse formation also occur in the
CAl region (6), analogous to the sprouting of mossy fibers
in the dentate gyrus (59). Thus after KA treatment, CA1
pyramidal cells also may increase ther feedback exci-
tation of other pyramidal cells (6) and of surviving in-
terneurons (57), contributing to network hypersynchrony.
In contrast, in younger rats exposed to KA, no pyramidal
cell loss oceurs (14), but a selective lesion of certain in-
terneurcns. Thus the spontaneous recurrent seizures (14)
may arise largely from changes involving inhibitory in-
terneurons, although axonal sprouting may still contribute
(60).
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SuUMMARY

Purpose: Specific inhibitory interneurons in area CAl of
the hippocampus, notably those located in stratum oriens—
alveus (O/A-INs), are selectively vulnerable in patients
and animal models of temporal lobe epilepsy (TLE). The
excitotoxic mechanisms underlying the selective vulnera-
bility of interneurons have not been identified but could
involve group | metabotropic glutamate receptor sub-
types (mGIluRI1/5), which have generally proconvulsive
actions and activate prominent cationic currents and cal-
cium responses specifically in O/A-INs.

Methods: Inthisstudy, we examine the role of mGIuR /5 in
interneurons during epileptiform activity using whole-cell
recordings from CA| O/A-INs and selective antagonists of
mGluR Iz (LY367385) and mGluR5 (MPEP) in a disinhibit-
edrathipp palslice del of epileptiform activity.
Results: Our data indicate more prominent epileptiform
burst discharges and paroxysmal depolarizations (PDs) in

In human temporal lobe epilepsy (TLE) selective hippo-
campal cell loss has been well described (Dam, 1980; Babb
et al., 1984). In animal models, injections of kainic acid
(KA) or pilocarpine lead to analogous patterns of hippocam-
pal cell loss, associated with limbic network hyperexcitabil-
ity and recurrent seizures (Nadler, 1981; Ben Ari, 1985;
Franck & Schwartzkroin, 1985; Williams et al., 1993; Perez
et al., 1996; Morin et al, 1998). Immunocytochemical
studies have established that, in CAl region, glutamic acid
decarboxylase (GAD)-positive interneurons are preferen-
tially vulnerable {(Houser & Esclapez, 1996; Morin et al.,
1998; Cossart et al., 2001), specifically those interneuron
subtypes that are immunopositive for parvalbumin and

Accepted Tune 9, 2010; Early View publication August 4, 2010.

O/A-INs than in interneurons located at the border of
strata r and Jac fmoleculare (RILM-INs). In
addition, mGIluR1 and mGIluR5 significantly contributed
to epileptiform responses in O/A-INs but not in R/LM-INs.
Epileptiform burst discharges in O/A-INs were partly
dependent on mGIluRS. PDs and associated postsynaptic
currents were dependent on both mGluR Iz and mGIuR5.
These receptors contributed differently to postsynaptic
currents underlying PDs, with mGIluRS contributing te
the fast and slow components and mGluR |z to the slow
component.

Discussion: These findings support interneuron subtype-
specific activation and differential contributions of
mGluRlx and mGIluRS5 to epileptiform activity in O/A-INs,
which could be important for their selective vulnerability
in TLE.

KEY WORDS: Temporal lobe epilepsy, Hyperexcitability,
Whole-cell patch-clamp, Metabotropic glutamate recep-
tors, Inhibitory interneurons.

diet:

somatostatin {Best et al., 1993; Esclapez & Houser, 1995;
Dinocourt et al., 2003; Sanon et al., 2005), located in strara
ortens and alveus (O/A-INs) (Morin et al., 1998; Houser &
Esclapez, 1996). Other CAl GAD-positive cells are pre-
served (Franck et al., 1988; Morin et al., 1998), including
interneurons located at the border of strata radiatum and
lacunosum-moleculare (R/ALM-INs). Thus far, little is
known of the excitotoxic mechanisms underlying this inter-
neuron subtype selective vualnerability, but since KA and
pilocarpine both induce similar seizures and cell losses,
despite acting through different receptors (Cossart et al.,
1998), glutamate-related excitotoxic mechanisms are likely
implicated (Meldrum, 1993; Cossart et al., 1998; Sanon
et al., 2005). Moreover, direct effects of KA are unlikely to
be involved, since membrane and calcium responses evoked
by KA in O/A-INs and R/LM-INs are similar (Sanon et al.,
2005).

Metabotropic gluotamate receptors (mGluRs) are a class
of glutamate receptors that could be involved in the selec-
tive interneuron vulnerability, Activation of group Il and I
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mGluRs, negatively coupled to adenylate cyclase, generally
produce anticonvulsant effects {Attwell et al., 1998; but see
MNgomba et al., 2005). In contrast, activation of group I
mGluRs (mGluR1/5), generally linked to phospholipase C
(PLC}), inositol 1,3,5-trisphosphate (IP;), and diacylglycerol
{DAG) pathways, have proconvulsant effects (Camon et al.,
1998; Chapman et al., 2000: but see Baskys et al., 2005). In
hippocampus, mGluR1/5 have been specifically implicated
in epileptogenesis. KA-induced hippocampal dysfunction
and CAl interneuron loss in rats were prevented by in vivo
administration of an mGluR1/5 antagonist (Renaud et al.,
2002). In vitro, mGluR1/5 agonists induce ictal-like dis-
charges and a long-lasting enhancement of epileptiform
synaptic responses in CA3 pyramidal cells (Merlin &
Wong, 1997). In area CA1 of the hippocampus, mGluR1 is
highly expressed in intemecurons (Ferraguti et al.,
1998), whereas mGluR S is present in both interneurons and
pyramidal cells (Shigemoto etal., 1997). Moreover,
mGluk1/5 are linked to prominent responses specifically in
O/A-INs. The large oscillatory inward currents (McBain
et al.,, 1994) are coupled to large oscillatory intracellular
Ca® rises (Woodhall et al., 1999) and are dependent on
mGluR1/5 (van Hooft et al., 2000). Recently, distinct
mGluR1/5 Ca®! signaling mechanisms have been identified
in O/A-INs (Topolnik et al., 2006): mGluR1x induces a
rapid Ca®* entry through transient receptor potential (TRP)
channels and additional release from intracellular stores via
a Srcfextracellular signal-regulated kinase (ERK)-depen-
dent cascade, whereas mGluR5 elicits a slower Ca® release
from intracellular stores (Topolnik et al., 2006). Synaptic
activation has been linked to activation of mGluRI-medi-
ated slow excitatory postsynaptic currents (EPSCs) (Huang
et al., 2004} and induction of long-term potentiation (Topol-
nik et al., 2006; Perez et al., 2001) in OA-INs. However,
seizure activity leading to selective interneuron cell loss
likely recruits additional mechanisms, and the role of
mGluR1/5 in intermeurons during epileptiform synaptic
activity has not been previously addressed.

Therefore, the aim of this study was to examine the impli-
cation of mGIluR1/5 in synaptically evoked epileptiform
activity in CAl interneurons using selective antagonists for
mGluRle (LY367385; LY) and mGIluR5 [2-methyl-6-
{phenylethynyl}-pyridine; MPEP]. Our findings reveal
interneuron subtype-specific activation of mGluR1/5 and
distinct implications of mGluR 1l and mGluRS in epilepti-
form activity in O/A-INs.

METHODS AND MATERIALS

Slice preparation and electrophysiology

Research protocols using amimals were approved and
conducted according to the Université de Montréal Animal
Care Guidelines. Transverse hippocampal slices were
prepared as described previously by Sanon et al., 2005.
Briefly, male Sprague-Dawley rats (20-30 days old) were

Epilepsia, 51(8):1607-1618, 2010
doi: 10.1111/5.1528-1167.2010.02688 X

anesthetized  with  halothane (MTC Pharmaceuticals,
Cambridge, ON, Canada) and decapitated. The brain was
extracted and immersed in cold (4°C) and oxygenated (93%
Oy, 3% CO,) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) contain-
ing {in mm): 250 sucrose, 2 KCL, 0.5 CaCl,, 26 NaHCO,,
1.25 NaH,PO,, 7 MgS80,, and 10 p-glucose (pH 7.3-7.4;
300-310 mOsm). Hippocampal slices (300 pm) were cut
using a Vibratome (Leica Microsystems Inc., Buffalo, NY,
U.S.A.) and placed in ACSF containing (in mM): 124 NaCl,
5 KCl, 2 CaCly, 26 NaHCO;3, 1.25 NaH,POy, 2 MgS80,, and
10 p-glocose (pH 7.3-74; 300-310 mOsm) at room
temperature. A surgical cut was made at the CA3-CAl
Junction to isolate CA3 and CAl regions and prevent anti-
dromically evoked effects in CA3 to propagate to CA1 area.
Slices were allowed to recover 21 h hefore individual slices
were transferred in a recording chamber and maintained
submerged in ACSF (2-3 ml/min at 30°C). Interneurons
were identified with their cell body located in siratum oriens
near the alveus (O/A-INs) (Perez et al., 2001; Topolnik
et al., 2006) or in stramm radiatum near the lacunosum-
moleculare border (R/ALM-INs) (Woodhall et al., 1999)
using an upright microscope {(Olympus America Inc.,
Melville, NY, U.S.A)) equipped with differential interfer-
ence contrast {DIC) and infrared (IR) video camera {Cohu,
San Diego, CA, U.S. A ). Whole-cell recordings were made
using borosilicate patch pipettes (1 mm OD; A-M Systems,
Carlsborg, WA, U.S.A.) of 4-7 ML resistance when filled
with an intracellular solution containing (in mn): 140 K-
gluconate, 10 HEPES, 1 MgCl,, 8 NaCl, 10 phosphocrea-
tine, 0.4 GTP, 2 ATP, 0.15% biocytin, and 0.5 EGTA (pH
7.2-7.3 adjusted with KOH, 290 mOsm}. In some experi-
ments  N-(2,6-dimethyl-phenylcarbamoylmethyl) triethy-
lammonium bromide (QX-314, 1 pm) (Sigma, St-Louis,
MO, U.S.A.) was added to the intracellular solution. Signals
were acquired using an Axopatch 2008 amplifier (low-pass
filtering at 1 kHz). Data acquisition (2 kHz sampling rate)
and analysis were performed using a Digidata 1200 analog-
digital converter (Axon Instruments, Foster City, CA,
U.S.A.) and pClamp software (versions 7 and 9; Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, U.S.A.). In current clamp experi-
ments, membrane potential and cell input resistance were
regularly monitored, and cells with unstable responses were
discarded. Series resistance was routinely monitored, and
recordings with >20% changes were discarded. The series
resistance was compensated to 70% and the liguid junction
potential was not corrected.

Pharmacology

To investigate intemeuron epileptiform discharges, we
adapted to CAl intermeurons the disinhibited slice model
used by Lee et al. (2002) to uncover activation of mGluR 1/5
during epileptiform synaptic responses in hippocampal CA3
pyramidal cells. Epileptiform discharges were evoked
by electrical stimulation (5 pulses, 100 Hz, 30 ms, 0.2
0.5 mA) with a concentric bipolar electrode placed in the
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same layer as the recorded cell, in the presence of bicuculline
methiodide (10 gM)  and  4-aminopyridine (100 pn)
(BIC+4-AP) (Sigma} (Briickner et al., 1999; Lee et al.,
2002). It should be noted that N-methyl derivatives of
bicuculline have been reported to block the K* current
underlying the low threshold spike burst afterhyperpolariza-
tion in reticularis neurons of the thalamuos (Debarbieux
etal, 1998). During current-clamp recordings, basal
membrane potential was maintained at -65 mV. In voltage-
clamp experiments, basal holding membrane potential was

60 mV, except for experiments with applications of
individual mGluR1/5 antagonists for which holding mem-
brane potential was —40 mV.

For recordings of paroxysmal depolarizations and post-
synaptic currents, the intracellular solution contained
the lidocaine derivative N-{2,6-dimethylphenylcarbamoyl-
methyl) triethylammonium  bromide (QX-314, 2 mm)
obtained from Alomone Labs (Jerusalem, Israel). 6-Cyano-
T-nitroguinoxaline-2,3-dione (CNQX, 20 gm), 6,7-dinitro-
quinoxaline-2,3-dione (DNQX, 25 pm), and 2-amino-3-
phosphonopentanoic acid (APS, 50 gn) were acquired from
Sigma.  Alpha-amino-4-carboxy-2-methylbenzeneacetic
acid (LY 367385, 100 g and 2-methyl-6-(phenylethynyl)-
pyridine (MPEP, 25 gv) were purchased from Tocris
(Ellisville, MO, U.5.A.).

Histology

After electrophysiological experiments, slices containing
biocytin-filled cells were fixed in 4% paraformaldehyde
overnight (4°C), rinsed in PB (0.2 M), and placed in HyO,
(0.3% in PB 0.1 m). Following several rinses in PBS
and PBS-Triton (Triton 10%, dimethyl sulfoxide), slices
were incubated in avidin-biotin complex (Vectastain ABC
kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, US.A). The
reaction product was visualized using a DAB-nickel
solution (Tris, nickel sulfate, imidazole, DAB 1%, H.0,
0.3%). Slices were mounted in DPX mounting medium
(Electron Microscopy Sciences, Ft Washington, PA,
U.S5.A.) and observed using a light microscope. Morpho-
logic characterization of the recorded cells was used to
verily that the cells included in the study were interneurons
and not pyramidal cells. O/A-INs and R/LM-INs recorded
in the present study may comprise a heterogeneous mixture
of different cell types (Somogyi & Klausberger, 2005), and
we did not recover a sufficient number of cells with exten-
sive filling of dendritic and axonal arborizations to distin-
guish among these cell types. Therefore, our definitions of
VA-IN and R/LM-IN in the present study represent
the most frequently recorded interneuron cell types in those
layers,

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of the mean
(SEM) unless specified otherwise. Differences between
groups were assessed using Student’s r-tests for planned

comparisons (Sinclair, 1988). Paired rtests or repeated
measure analyses of variance (ANOVAs) were performed
for comparisons in pharmacological experiments with two
or more freatments, respectively, in the same cells, and
unpaired #-tests for comparisons of O/A versus R/LM cell
groups, with significance level set at p < 0.05, using SPSS
software (SPSS Inc., Chicago, IL, U.S A} and Prism 4
(Graph Pad Inc., San Diego, CA, U.S.A.).

RESULTS

Cell-type-specific epileptiform burst responses in
(O/A-INs

Combined application of BIC and 4 AP has been shown to
produce prolonged ictal-like discharges in brain slices
(Briickner et al., 1999; Lee et al., 2002). We first examined
il epileptiform burst discharges evoked by electrical stimu-
lation in BIC+4-AP were different in interneurons of O/A-
IN versus R/LM-IN, using current-clamp recordings. In
control conditions {normal ACSF), stimulation intensity
was adjusted to elicit a maximal response. Then, a brief train
of stimuli in stratum oriens (5 pulses, 100 Hz, 0.5 mA)
evoked a synaptic response in O/A-INs (Fig. 1A top) con-
sisting of a short burst of 7.2 £ 1.4 action potentials (APs)
with a burst discharge duration of 29.8 + 4.1 ms and associ-
ated with an underlying depolarization of 103.8 + 8.4 ms in
duration (n = 24 O/A-INs; Fig. IB,C). After addition of
BIC+IAP, the same cells responded to stimulation with an
epileptiform discharge composed of a burst of 33.5 = 4.6
APs, lasting 478.3 + 53.1 ms and associated with a burst
depolarization of 636.8 £ 57.9 ms in duration. In R/LM-
INs, similar stimulation at the border of strata radiatim and
lacunosum-moleculare in control conditions evoked synap-
tic responses (Fig. 1A bottom) that were usually subthresh-
old (0.9 £ 0.4 APs) and associated with a burst discharge
duration of 5.4 + 2.5 ms (when present) and an underlying
burst depolarization of 103.6 £ 13.5 ms in duration
(n =20, R/LM-INs). In the same R/LM-INs, stimulation
in BIC+AP elicited an epileptiform burst discharge
consisting of 13.6 = 2.6 APs with a burst discharge duration
lasting 204.1 £47.2 ms and a burst depolarization of
438.7 £ 65.6 ms in duration (Fig. 1C). Epileptiform burst
discharges elicited in BIC+4-AF were significantly differ-
ent in the two subtypes of intermeuroms, with a greater
number of APs in bursts, and longer duration burst
discharges and burst depolarizations in O/A-INs than
R/LM-INs (Fig. 1C). These resulls indicate interneuron
subtype-specific differences in epileptiform activity elicited
in disinhibited slices (BIC+4-AP), with epileptiform
activity being of greater magnitude in O/A-INs.

To rule out the possibility that differences in responses
were due to the different stimulation sites, we performed
cross-stimulation protocols. In BIC+4 AP, stimulation at the
border of strata radicium and  lacunosum-moleculare
cvoked epileptiform burst discharges in O/A-INs with

Epilepsia, 51(2):1607-1618, 2010
doi: 10.1111/1.1528-1167.2010.02689.x
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Figure 1.
Difierences in epleptfiorm burst discarges in O/A versiz A/LM interneuromns. (A) Ewample of cumrentcamp recordings
(¥ = —45 m¥) from memerons in O (OVAIN, top) and RAUM (RALM-M, bottom) with train stmulation of 0.5 mA, (anmowes)
given in ACSF (beft) and in BIC (10 M) and 4=AP {100 ) (BIC+SAP, right), showing epleptiionm burst discharges in O/A-IMNs and
ALM-INs in BIC+4-AF. (B ) Burst resporses were quantified in tenms of iver of action p gabs (APs} in burst, duration of burst
discharge. and duration of burst depolariation, asindicated. (C) Bar graphs for all cels tested showing asignificant efiect of BIC+H-AF
on burst discharge mrameters in both cell types, and signifiant differences in epleptiform burst disdharges i O0A-] Ms (solid bars,
n = 24 versus RAM-MNs {open bars n = 20).
Epilpsin @8 ILAE

underlying burst depolarization  duration of 3511 =
103% ms {n =5, Fig. 51A). Conversely, stimulation in
sirtfigm oriens elicied epileptiformn burst discharges in B/
LM-TNs with a burst depolarization duration of 2200 =
994 ms {n =5, Fig. 51B). Thes mesponses were signifi-
cantly larger in OVA-TNs dan in RLM-TMs (Fig. 510),
suggesting that the mone pronounced epileptifiom burst
discharges in O/A-TNs wene independent of the stimulaton
e,

miGluR S contribution to eplleptiform burst dscharges
i OV A-TNz bast mot BULM-THs

To evaluaie the rok of mGluRS in synaptically evoled
epileptiform burst responses, we examined e effect of the
selective mGluRS antagonist MPEP (Salt et al., 1999) on
burst discharges evoled in BIC+4-AP. Bumsi discharges
wiere recordad first inthe presence of BEC+4- AP and again
in the same cells following 15-20' min application of the

Epilepsia, SI(T-1ET-MSEE, HNO
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antagonid MPEP. In the presence of BICHAP and MPEF,
we found that bors discharges in O/A-TNs were signifi-
cantly decreased in comparison to BIC+AFP alone
(Fig. 2A). The number of A Ps in the bust was significandy
diminished to 54.3 = [8.1% of control responses, the bura
discharge duration decreasad to 45.0 = 10.5% of contral
responses, and the boret depolarization duraton diminished
o 466 358% of conirol responses (n=48 (VA-TNs)
(Fig. 2B). In contrast, in R/LM-INg, in fe presence of
BIC+4AP and MPEFP, bumst discharges were not signifi-
cantly different than in BIC+AP (number of APs
4.7 = 19.7% of control responses, burs discharge duraion
65.1 = 24 7% of control responses, and burst depaolarization
duration 834 = 382% of conirol mesponses; n=6
R/LM-IMs) (Fig. 2C). These findings suggest that mGluRS
is activated and plays a significant role in epilepti-
fiorm burst discharges, specifically in O/A-TN s but not in BY
LM-THs.
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{¥m = —i5 m¥} showing burst dscharges reconded i representative O0AIM (top) and RAM-IN {hothom) in mesponse to train stma-
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onist wahout (rght). (B C) Bar graphs forall cells showing a significant decrease in presence of MPEP of the number of APs in bursts
[Beft}, the burst discharge duration (middie), and the burst depolurization duration (right) in OVA-IMs {n = & B) but not ILMANS
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Mo contributon of mGluR 1= to eplleptiform burst
discharges in OVA-INsor R/LM-INs

To amess the rok of mGuR 12 inepileptiform burst dis-
charges, we examined the effect of fwe selective mGluRl x
antagonist LY IGTIBF {LY) {Olark &t al, 1997) on responses
evoked in BICHIAP (Fig. 524) Epideptiform bust dis-
charges in OVA-THs wene not significantly affocted in LY
relative i BIC+4-AP {number of APs 908 = 23.1% of con-
ol mesponses, burst discharge duration 76.6 = 19.1% of
control  responses, and burst depolarization  duration
826 = 169% of conrol responses; n = 7, Fig. SYB). Simi-
larly, epileptifiorm burst discharges in R/LM-IN: were not
significantly altered in LY {number of APs 83.6 = 314%
of control responses, burst discharge doration 51.3 = 183%
of conirol responses, and burst depolarization duration
Tl =7T3% of conrol responses: n=7, Fig. 52C)L
These nealts suggest that mGuRly dos ot contribate

significantly o epleptiform burst discharges in elther type
of intemewrnons.

Significant contributon of mzluR 12 and o RS to
paroxysmal depolarzations evoloed ln OV A-TN bt
oot R/LM-IN

Epileptiform burst discharges are composed of synaptc
depolarizing responses and AP firing. To examine the con-
tributions of mGluRlz and mGluR S o synaptic espmses
inde pendent of AP firing, we used QX-314 intrace lulardy to
block voliage-dependent Na* channels and AP firing. In
experiments with intracelular solution contasining QX-314,
the stimulation was adjusted to the minimal inensity o
elicit a maximal response (02 mA ), and responses did not
display fast Na™-modiated action potentials, although often
showed Ca'-medisted spikes. The duration of synaptic
depolarizing respones evoked in OVA-TNs in BIC+4-AP

Frilepis 51@BOT-A61E DID
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Impliation of mGEuRlz and mGluRS n parocysmal depolarimtions underdying spleptiiorm responses in OFAd M (8, B} Cumrent-
damp recordings (Vi = —45 mV) with intracellubar solution con@ining Q-1 |4 Sk trating paroscysmal depolarizations (PDs) in two
different OVAAMs in respors e to train stmubation of 02 mA, (amows) Traces show the diminution of the PD by either MPEP (A) or
L 367385 (B). and recovery after washout (€ D) Bar graphs forall O/A-IMs tested (n = | | MPER n = |1 LY) showing a sgnificant
e duction of PD duration and ares under PD by MPEP (€. blue bars) and by LY (D, green e} insets in mch graph show neversibie
effects upon washout [vakues in control (BIC+4AP) and adfter washouwt (Wash) in the subset of colls ested for washout n = & MPER

n= 9LY]
Epibpsin fILAE

was significantly greater in experimens with QX-314
(5.18 =208 & n=11) (Fg. 3C) than in thoee witwout
(656.8 = 579 me, n = 24) (Fig. 1C). By analogy i dhe par-
cxysmal depolarizing shift typical of epdleptiform
responses, we nefor i the synapic responses recondod in
BIC+AP and QX-314 = pamxysmal depolarzations
(FDs).

Wi next examined the contributions of mGluRla and
mGluRS to D, In e presence of the mGlRS ants gondst
MFEF, PDs wene significantly reduced in OVA-TMNs. In
MFEF, PD duwration was significantly diminished to
521 = 132% of conrol responses, and PD area under the
curve was significandy diminished to 596 = 25.2% of
contral responses (n = 11) {Fig. 3A,C). Similarly, FD= in
WA-TNs were significantly reduced by the mGluR | 2 anta g-
onist LY3GTIES. In LY, PD durstion was significantly
decressed to 868 = 34.2% of control responses and PD
area under the curve was significandy decreased o
T28 = 133% of conwrol responses {n = 11) {Fig. 3B.D).
The effects of the antagonists wene meversible, and FDs
mewrnad to contrad levels after a 15-min wash period
(Fig. 3CD inses for colls with wash), Therefore, oor find-
ings indicate that both mGluR 12 and mGluR S contribue to
the PDs evoked in O/A-Ns in disinhibited slices.

In contrast to responses in OVA-INs, PDs in RAM-INs
were not significandy reduced by the combined application

Epilepsia, SI(T-ET-MSEE, HNOD
o [OUEE I WHEFTE 1 DST IOMOLONERS ¥

of mGluRlz and mGluRS antagonizsts In MPEP+LY, FD
duration was 119.8 = 102% of control responses and anea
undder PO was T98 = 12.3% of contmol mesponses (n = §)
(Fig. 831 Overall, these findings indicate that mGluRlx
and mGluRS receptor subtypes contribate significantly to
synaptically evoked PDs in OVA-TNs butnot in RAM-TNs.

Contribution of mGEuR1/S to distinet components of
PSCs underlying PDs in O/ -INs

Having determined that mGluRlz and mGluRS contril-
we o symptically evoked PDs in OVA-INs, we nmext
examinad their mle in posisynaptic cumenis underlying
PDs. In voltageclamp mode (Vi = —60 mV), stimuls-
tion in BIC+4-AP evoked large inwand postsynaptic cur-
mnis (FSCs) comesponding to dwe large depolarization
observed in current-clamp mode in the same cell (Fig. 4A;
n = ). The duration of evoled PSCs was similar i that of
PDs (Fig. 4A). The large PSC was dependent in pan on jon-
otmopic  N-methyl o-aspantate (NMDA) and non-NMDA
receptors, sinoe it was reduced by the addition of DNOX
amnd APS, yielding a residual biphasic FSC with fast and
slow componenis (Fig. 4B). In DNOX and APS, the ampli-
mde of fast PSCs diminished to 3007 = 12.7% of control
responses {Fig. 4C; n = 6), wheneas the amplinde of slow
PSCs, measumed betwoen 200 and 400 ms afier stimulation,
diminished to 41.9 = 30 8% of control msponses (Fig. 4D).
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Distinct contributions of mGkuflz and mGluAS to fistand dow components of postsymptic cumments underlying PDs in OdA-INs.
(M) Recordings from a representtive OVA-IN of PD in current-champ {tog ¥, = —65 mV) and of underlying postsynaptic current
(P5C) in woltage-clamp (bottom: W, = —80 mV) evoled by train simulation of 0.4 mA, (amows) in BIC+H-AP. (B) Blodking non-
MMDAR and MMDAR with DMNOX and APS revealed biphasic PSCs with G5t and Sow components. (€, D) Bar graghs fior 2l VA=
IMs tested [n = &) showing sSgnificant neduction of fist (€} and sSow (D} components of PSCs by addition of ionotropic gutamate
receptor anagonists (DMNQX+APS). (E F) Volage-dump recordings [V, 5, = —40 m¥) from two different O0A-INs showingfat and
slhowr comp: t= of FSCs evobed by train stimulation (arrows) in Bl CH4-APHDMOQX+FAPS (top). MPEF applation (E) reduced the
amgplitude of both fast and sk components of FSCs. LY 367385 application (F) diminished the amplitude of the dow component of
PSCs without affecting the fast component. (G, H) Bar graphs for ol OFA-IMs te sted with first an appbation of MPEF, showinga sgnil-
it redudion of the ampliude of the f=t (&) and skow (H) components of P5Cs by MPEP. Subsequent addition of LY had no effect
on ether residual component (I J[j Bar graphs for all OVANs tested with an application of LY first, showing a sgrificant decrease on
the show (]} but not of the fast (I} component of FSCs by LY. Sulsequent addition of MPEF sgnificnidy diminished the anpltude of
both st (1) and sow ()} components of PSCs (2 itailled mired Student’s t-test *, two-talled paired tbest)
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These results suggest that both ionotropic {non-NMDA and
NMDA) and metabotropic (mGluR 1« and mGIluRS) gluta-
male receptors contribute 1o postsynaptic currents underly-
ing PDs.

To examine how mGluR1x and mGluRS contribute to
different components of PSCs underlying PDs in O/A-INs,
we tested the effects of separate applications of MPEP or
LY on the biphasic, fast and slow, components of PSCs
evoked in BICHI-AP+DNQX+APS (Vi = -40 mV;
Fig. 4E-I). The amplitude of the fast component of PSCs
was significantly reduced to 415 +7.2% of control
responses in MPEP (n = 7) (Fig. 4G), but was not signifi-
cantly decreased in LY (82.1 + 8.3% of control responses)
{n = 6) (Fig. 4I). Further application of MPEP to cells that
previously received LY, significantly reduced the amplitude
of the fast component of PSCs relative to LY alone
(514 £ 7.6% of control responses; n = 35; Fig. 4L, p < 0.05
one-tailed Student’s r-test). However, further application of
LY to cells that previously received MPEP, did not affect
significantly the amplitude of the fast component of PSCs
relative to MPEP alone (94.3 + 12.7% of control responses;
n = 5; Fig. 4G). These results imply that mGluRS contrib-
utes to the fast component of PSCs underlying PDs, whereas
mGluR1a does not.

In contrast, the amplitude of the slow component of PSCs
was significantly decreased in MPEP to 33.9 + 13.9% of
control  responses (=7} (Fig. 4H), and in LY 1o
48.0 £ 17.0 % of control responses (n = 6) (Fig. 47). Fur-
ther application of MPEP to cells that previously received
LY, significantly reduced the amplitude of the slow compo-
nent of PSCs relative to LY alone (36.7 + 21 8% of control
responses; n =35, p < 0.05) (Fig. 4)). However, further
application of LY to cells that previously received MPEP,
did not affect significantly the amplitude of the slow compo-
nent of PSCs relative to MPEP alone (95.4 + 27.9% of con-
trol responses: n = 5; Fig. 4H). These results indicate that
both mGluR 12 and mGIuR5 contribute (o the slow compo-
nent of PSCs. Therefore, our pharmacological data suggest
that mGluR 1o and mGluR 3 play different roles in postsyn-
aptic currents underlying PDs, with mGluR S contributing to
hoth fast and slow components of PSCs and mGluR1z to
slow components.

No mGluR1xz and mGluRS coniribution to PSCs
underlying PDs in R/LM-INs

Although we observed no evidence of mGluR1/5 impli-
cation in PDs in R/LM-INs, we used more sensitive voltage-
clamp recordings of PSCs to further evaloate mGluR1/5
contributions to synaptic currents underlying PDs in these
cells. In BICHIAP, stimulation evoked PDs in current-
clamp and PSCs in voltage-clamp (Vm = —60 mV}of much
smaller magnitade than in O/A-INs (Fig. S$4A; note differ-
ence in calibration with Fig. 4). The additon of
DNQX+APS significantly diminished the PSC amplitade in
all cells tested (Fig. 84D, n = 5). However, further addition

Fpilepsia, 51(8):1607-1618, 2010
dois 101111/, 1528-1167.2010.02682

of both MPEP and LY had no effect on the amplitude of
PSCs relative to BICH-AP+DNQX+APS (Fig. 54C).
Therefore, these results further indicate a lack of mGIluR 1/5
implication in synaptically evoked epileptiform activity in
R/LM-INs.

DISCUSSION

In this study we identified an interneuron subtype-spe-
cific role of mGluRlx and mGIluRS during synaptically
evoked epileptiform activity in disinhibited rat hippocam-
pal slices. Our findings reveal more prominent burst dis-
charges and paroxysmal depolarizations in O/A-INs than
in R/ALM-INs in our experimental conditions. Moreover,
mGluR 1z and mGluRS contributed significantly to epilep-
tiform responses in O/A-INs but not in R/LM-INs. Epilep-
tiform burst discharges in O/A-INs were partly dependent
on mGluRS, whereas paroxysmal depolarizations and
underlying postsynaptic currents were dependent on both
mGluR 1 and mGluRS. Furthermore, we found that these
receptors were involved in different components of the
postsynaptic currents underlying PDs in O/A-INs, with
mGIluR5 contributing to both slow and fast components
and mGluRle to the slow component, These findings
uncover a cell type-specific epileptiform activity with dif-
ferential mGluR 12z and mGIluRS involvement in CAl in-
terneurons. This may be critical for the selective
vulnerability of O/A-INs in animal models of temporal
lobe epilepsy (Houser & Esclapez, 1996; Morin et al.,
1998; Cossart et al., 2001).

Heterogeneous implications of mGluR 12 and mGluRS
in epileptiform activity in O/A-INs

Our findings suggest that both mGluR1x and mGluR35
are synaptically activated during epileptiform activity in
O/A-INs but have distinct contributions. Our observation of
an activation of mGluR 1y during epileptiform synaptic
activity in CA1 O/A-INs is consistent with previous find-
ings in nonepileptiform conditions in these cells. A single
pulse of electrical stimulation was found to elicit fast EPSCs
mediated by ionotropic glutamate receptors at these syn-
apses, but a short train of stimuli (10 pulses) at high fre-
quency (HFS; 100 Hz) recruited in addition a slower EPSC
mediated by mGluR1ls (Huang et al., 2004). Interestingly,
the slow mGluRla EPSC was facilitated by postsynaptic
depolarization. These specific conditions for activation of
mGluR 1a postsynaptic responses underlie the hebbian prop-
erties of mGluR 1 x-dependent long-term potentiation (LTF)
at O/A-IN synapses. At these synapses, LTP is induced by
theta burst stimulation (TBS) paired with postsynaptic
depolarization, and its induction is blocked by the selective
antagonist LY367385 (Perez et al., 2001} and in mGluR1
knock-out mice (Lapointe et al., 2004).

Our findings indicate that stronger stimulation condi-
tions, such as during epileptiform activity, are necessary for
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synaptic activation of mGluRS in CA1 O/A-INs. Indeed, we
recently observed that mGluR5-mediated postsynaptic slow
Ca™ responses (Topolnik et al., 2006) are elicited by more
sustained (1 s) HFS of afferents (Topolnik et al., 2009).
Moreover, such synaptic recruitment of mGluRS during epi-
leptiform activity has been described in other hippocampal
cells such as in CA3 pyramidal cells (Lee et al., 2002) and
CA3 interneurons (Mori & Gerber, 2002). Therefore, the
synaptic activation of mGluRlx and mGRS5 appears
dependent on different stimulation conditions in O/A-TNs,
and this may contribute to the heterogeneous roles of these
mGluR subtypes in epileptiform activity.

The observed differential roles of mGluR 1# and mGluRS
during epileptiform activity are consistent with their
reported heterogeneous postsynaptic mechanisms. Apart
from a different role in slow EPSCs (Huang et al., 2004),
these receptor subtypes are also linked to distinet intracellu-
lar Ca®* signaling mechanisms in O/A-INs. DHPG-induced
activation of mGluR 1« is coupled to a Sre/ERK-dependent
Ca™ entry through nonselective cation transient receptor
potential (TRP) channels as well as Ca®" release from intra-
cellular stores, whereas DHPG-induced mGIluRS activation
leads to Ca™" release from intracellular stores (Topolnik
et al., 2006). Distinct mGluR1 and mGluRS postsynaptic
mechanisms have also been reported in other hippocampal
cell types. In CAl pyramidal cells, mGluR1# is involved in
DHPG-induced rises in intracellular Ca®* levels and direct
depolarizations, whereas mGIuR3 is implicated in DHPG-
induced suppression of Ca” -activated potassium currents
and potentiation of NMDA currents (Mannaioni et al.,
2001). In cultured striatal neurons, DHPG-induced selective
mGluRS, and not mGluR1a-, dependent activation of
ERK1/2 has been described via a Homerlb/c Ca™-indepen-
dent signaling pathway (Mao et al., 2005), indicating that
mGluR1/5 ERK-mediated signaling mechanisms also differ
across cell types. Distinct contributions of mGluR1a and
mGIuRS in a given cell type may also involve differential
coupling to G proteins, since in recombinant Chinese ham-
ster ovary cell-lines expressing these receptors, mGluR1
and mGluRS utilize different G proteins to canse ERK acti-
vation (Abe et al., 1992; Thandi et al., 2002).

The findings of distinct mGluR 1 and mGluRS mecha-
nisms in O/A-INs are in contrast to the reported similar
overlapping effects of these mechanisms in other cells.
MNotably in CA3 pyramidal cells, both mGluRla and
mGluRS5 have overlapping roles and contribute to synaptic-
ally evoked depolarizing epileptiform discharges via a
PLCfi1-independent signaling pathway (Lee et al., 2002).
Furthermore, mGluR1« and mGluRS contribute to normal
synaptic responses in CA3 interneurons of organotypic
slices. Antagomism of both mGluRla and mGIuRS was
required to block the direct slow EPSCs in interneurons and
the disynaptic slow IPSCs in CA3 pyramidal cells (Mori &
Gerber, 2002). These last findings are partially in accord
with our findings that both mGluR 1z and mGluR3 contrib-

ute to synaptically evoked epileptiform responses in inter-
neurons. However, they are in contrast with the differential
mGluR 12 and mGluRS contributions found in our study:
mGluRS contributing to both fast and slow components and
mGluR 1a contributing to the slow component of the synap-
tic currents underlying PDs. This differential mGluR s and
mGluRS involvement in PSCs in O/A-INs suggests the pres-
ence of different mechanisms linked to mGluRle and
mGluRS5 in interneurons in CA L and CA3 regions.

In our current clamp experiments and using LY 367385,
we did not find evidence of mGluRlx activation when
monitoring epileptiform burst discharges in O/A-INs. This
is in contrast to the mGIluR e contributions that we found
when monitoring epileptiform paroxysmal depolarizations
in current clamp or their underlying PSCs in voltage-
clamp experiments. These findings suggest that synaptic
burst discharges in current clamp are not a good indicator
of mGluR1# activation in O/A-INs and that this receptor
does not contribute to the bursting response per se. This
point could be tested in current-clamp experiments by
comparing responses of O/A-INs to injection of wave-
forms previously recorded during epileptiform responses
in other O/A-INs in the absence and presence of an
mGIluR]l  antagomist. The apparent inconsistency of
mGluR1 not contributing to epileptiform burst discharges
but contributing to PDs and postsynaptic currents may be
due to the differential actions of mGluR 1« and mGIuRS in
the underlying PDs and postsynaptic currents. Indeed, our
data clearly indicate that mGluRS5, but not mGluR 1, con-
tributes to the fast component of the postsynaptic currents,
Moreover, although both receptors contribute to PDs and
the slow component of postsynaptic currents, there was a
tendency for the mGluRS5 antagonist to produce larger
inhibition than the mGluRlx antagonist. These results
indicate that mGluRS has different and more marked
effects during epileptiform responses than mGluR1s,
which are consistent with the significant effect on burst
discharges. Interestingly, however, mGluR 1z was found to
contribute to burst discharges in CA3 pyramidal cells (Lee
et al., 2002), perhaps due to activation of cell type-
specific mGIuR1/5 mechanisms in CA3 pyramidal cells
relative to CAl O/A-INs. Taken together, our findings
indicate the presence of activity-dependent synaptic acti-
vation of heterogencous mGluR1ls and mGluRS mecha-
nisms in hippocampal interneurons.

Cell type-specific mGluR1/5 activation during
epileptiform activity in O/A-INs versus R/LM-INs

Our results clearly indicate that mGluR1/S activation
during epileptiform activity is specific to certain interneu-
ron subtypes in O/A and not in R/LM. The cell type
difference in mGluR1/5 activation is in accord with the
mGluR1lx expression pattern and responses reported in
interneurons under normal conditions. Previous studies
have shown that mGluRlyx mRNA (Shigemoto et al,

Epilepsia, 51(8):1607-1618, 2010
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1992) and protein (Ferraguti et al., 2004} levels are highly
expressed in O/A-INs compared to R/LM-INs. Further-
more, activation of mGluR1/5 has been reported to acti-
vate nonselective cationic inward currents dependent on
intracellular Ca™ rise (Ipay) specifically in O/A-INs
{Woodhall et al., 1999; McBain et al.,, 1994; van Hooft
et al.,, 2000) and not in RALM-INs (Woodhall et al,
1999). These findings are comsistent with our observed
effects of mGluR 1« antagonists on epileptiform responses,
specifically in O/A-INs and not R/LM-INs. In contrast,
mGluRS expression has been shown to be more widely
distributed throughout the hippocampus (Shigemoto et al.,
1997}, but our findings suggest no implication of mGluRS
in epileptiform responses in R/LM-INs. This suggests that
mGluRS, although present in these interneurons, may not
be activated even during epileptiform activity. A possible
explanation may be related to the extrasynaptic location
of mGluRS (Lujan et al., 1996). The glutamate level at
synapses is finely tumed to prevent the extrasynaptic
spill-over of glutamate. Therefore, synaptically released
glutamate at R/LM synapses may not activate mGluRS,
which is preferentially located at extrasynaptic sites.
Indeed astrocytic clearance of transmitter by glutamate
transporters  was shown to be critical in regulating
mGluR1e synaptic activation in CAl O/A-INs (Huang
et al., 2004). To our knowledge the potential role of gluta-
mate transporters in regulating mGIluR activation has not
been examined at R/LM-IN synapses, but different
mechanisms may be present that could explain the limited
activation of extrasynaptic mGIluRS in these cells.
Another possible factor in the cell type-specific
mGluR1/5 activation may be the local synaptic circuits
involved. In our paradigm, local stimulation in stratum or-
iens is expected to activate CA3 Schaffer collaterals/com-
missural fibers, CAl local collaterals, as well as CAl
pyramidal cells directly, whereas stimulation near the
stratum  vadiatum and lacunosum-moleculare border is
expected to activate CA3 Schaffer collaterals/commissural
fibers, temporo-ammonic fibers, and CAl pyramidal cells
directly. CAl O/A-INs receive primarily feedback excit-
atory inputs from recurrent fibers of CAl pyramidal cells,
and feed-forward excitatory inputs through Schaffer
collaterals/commissural fibers (Schwartzkroin & Mathers,
1978; Knowles & Schwartzkroin, 1981; Buzsaki & Eidel-
berg, 1982; Lacaille et al., 1987; Freund & Buzsaki, 1996).
CAl R/LM-INs receive mostly feed-forward excitatory
imputs from Schaffer collaterals/commissural fibers and
temporo-ammonic projections (Lacaille & Schwartzkroin,
1988; Maccaferri & McBain, 1995: Ang et al., 2005).
Therefore, local CAl stimulation in disinhibited slices is
likely to result in preferential activation of feed-back excit-
atory pathways to CAl interneurons during epileptiform
activity (Freund & Buzsaki, 1996). Hence interneuron
subtype specific activation of mGIluR1/5 during epilept-
form activity may be due to afferent-specific activation
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of these receptors in feed-back excitatory pathways to CAl
interneurons. Interestingly in CA3 interneurons, such inter-
neurom  subtype-specific  activation of mGluRls and
mGluR3 during EPSCs is not present, since interneuron cell
types in both stratum oriens and radianon receive local
feed-back excitatory inputs from CA3 pyramidal cells (Mori
& Gerber, 2002).

Functional implications

Is the cell type specific activation of mGlaR1/5 in
epileptiform activity related to the cell type selective
vulnerability of intermeurons in TLE? Some evidence
supports this suggestion. First, administration of the selec-
tive group I mGluR antagonist 1-aminoindan-1,5-dicar-
boxylic acid (AIDA) was found to have a protective effect
on hippocampal function and specific /A intermeuron
loss in the KA model of TLE (Renaud et al., 2002), sug-
gesting that mGluR1/5 activation during seizures contrib-
utes to selective imterneuron cell death. Second, the
present [indings uncover, in our experimental conditions,
cell type-specific prominent epileptiform  discharges
involving activation of mGluR1/3 specifically in O/A-INs,
which have been shown to be selectively vulnerable in the
KA model of TLE and not in R/LM-INs, which are KA
resistant (Morin et al., 1998; Houser & Esclapez, 1996;
Renaud et al., 2002). Given the important role of intracel-
lular Ca”* elevations in neuronal excitotoxicity (Choi,
1994), these results suggest that during hippocampal
seizures, cell type-specific activation of mGluRla and
mGluRS5 will trigger intracellular Ca® rises via TRP
channels and release from ryanodine-sensitive intracellular
stores {Topolnik et al, 2006), specifically in O/A-INs,
and this may lead ultimately to excitotoxic cell death
selectively in these interneurons. Such an mGluR 1/5 role
in the selective vulnerability of hippocampal interneurons
would be consistent also with the finding that long-term
aberrations in hippocampal CAl synaptic plasticity in the
pentylenetetrazole model of TLE, are prevented by simul-
taneous in vivo pretreatment with mGluR1a and mGluR3
antagonists (Nagaraja et al., 2005).

ACKNOWLEDGMENTS

This research was supported by the Canadian Institutes of Health
Research (MT-10848; I.-C.L.), Fonds de la recherche en santé du Québec
(Groupe de recherche sur le systéme nerveux central; 1.-CL. and L.C.), and
the Canada Research Chair Program (J.-C.L.; Canada Research Chair in
Cellular and Molecular Neurophysiology). NTS was supported by a stu-
dentship and JGP by a fellowship of the Fonds de la recherche en santé du
Quéhec.

DISCLOSURES

We confirm that we bave read the Journal's posiion on issues
involved in ethical publication and affirm that this report is consistent
with those guidelines. None of the authors has any conflict of interest to
disclose.

78



REFERENCES

iham H, N.lwa]l Shigemoto R, eru.lm l\ak.nmahlb (1992)

char of a novel t
mGluRS coupled to inosital phosp
Chem 267:13301-133068.

Ang CW, Carlson GC, Coulter DAL (2005) Hippocampal CA1 circuitry
dynamically gates direct cortical inputs preferentially at theta frequen-
aes. f Newrasci 25:9567-9580.

Attwell PI, Koumentaki A, Abdul-Ghani AS, Croucher M1, Bradford HF,
(1998) Specific group Il metabotropic glutamate receptor activation
inhibits the development of kindled epilepsy in rats. Brain Res
787:286-291.

Babh TL, Brown WJ, Pretorius J, Davenport C, Lich JP, Crandall PH.
(1984) Temporal lobe volumetric cell densities in temporal lobe epi-
lepsy. Epilepsia 25:729-740.

Baskys A, Bayazitov I, Fang L, Blaabjerg M, Poulsen FR, Zimmer J
(2005) Group 1 metabotropic gl i reduce exei

duction, J er

a2y &lgn:nl

1617

luR 115 Activation in Epileptiform Activity

Fermaguti F, Cobden P, Pollard M, -ope D, Shigemoto R, Watanahe M,
Somagyi P, (2004) 1 1 of metabotropic gl
receptor lzlpha (mGluR lalpha) in distinet classes of interneuron in the
CAl region of the rat hippocampus. Hippocamptis 14:193-215

Franck IE, Schwartzkroin PA. (1985) Do kainate-lesioned hippocampi
hecame epileptogenic? Brain Res 329:308-313,

Franck JE, Kunkel DD, Baskin DG, Schwartzkroin PA. (1988) Inbibition in
kainate-lesioned hyperexcitable kappocampi: physiologie, autoradio-
graphic, and imnumocytochemical ohservations. J Newrosei 8:1991—
2002,

Freund TF, Buzsaki G. (1996} Interneurons of the hippocampus. Hippo-
canpus 6:347-470.

Houser CR. Esclapez M. (1996) Vulnerability and plasticity of the GABA
system in the pilocarpine model of 0115 Tecurrent seizures. Epi-
lepsy Res 26:207-218.

Huang YH, Sinha SR, Tanaka K, Rothstein ID, Bergles DE. (2004) Astro-

1 receptor-

cy‘te glurmate IrAnsporiers reg ‘metab
of hippocampal i interneurons. J Newrosci 24:4551

injury and may facilitate neuropenesis, anmphunnm ology 49(suppl
1) 146=156.

Ben Ani Y. (1985) Limbic seizure and brain damage produced by
acid: mechanisms and relevance to human temporal lobe epilepsy, New-
roscience 14:375-403,

Best N, Miwhell I, Baimbridge KG, Wheal HV, (1993) Changes in parval-
bumin-immunoreactive peurons in the rat hippocampus following a
kainic acid lesion. Newrosci Lest 155:1-6.

Briickner tenkump K, Meierkord H, Heinemann U. (1999) Epileptiform
discharges induced by combined application of hicuculling and 4-am-
mopyridine are resistant to standard anticonvulsants in slices of rats.
Newrosci Lert 268:163-165,

Buzsaki G, Eidelberg E. (1982) Direct afferent excitation and long-
term potentiation of hippocampal intereurons. f Newroplysiol 43:507—
607

Camon L, Vives P, de Vera N, Martinez E, (1998) Seizures and neuronal
damage induced in the rat by activation of group | matabotropic gluta-
mate receptors with their selective agonist 3,5-dihydroxyphenylglycine.
J Newrosci Res 51:339-348,

Chapman AG, Nanan K, Williams M, Meldrum BS. (2000) Anncon\'ujsnm
activity of two botropic gl group I ant; i for
the mGlus receptor: 2~ mc‘Lhyl -6-(phenylethynyl)-pyridice (MPEP), and
(E)-6-methyl-2-styrvl-pyridine  (SIB 1893).  Newrophanuacalogy
39:1567-1574.

Choi DW. (1994) Caleium and excitotoxic reuronal injury. Ann NY Acad
SeiT47:162-171.

Clark BP, Baker SR, Goldsworthy I, Harris TR, Kingston AE. (1997) (+)-2-
Methyl-4- carboxyphcn}lglyc.mc (LY 367385) sclectively antagonises
metabotropic plutamate mGIlUR]1 receptors. Bicorg Med Chem Lett
T:2777-2780.

Cossgant B, Esclapes M, Hirsch IC, Bernard C, Ben An Y. (1908) GluKS ka-

inate Teceplor activation in interneurons increases tonic inhibition of

pyramidal cells. Mar Newroscei 1:4 70478,

nocourt O, Hirsch 1C, Merchan-Perez A, De Felipe 1, Ben Ari

sz M, Bernard C. (2001) Dendritic but not somatic GABAer-

tion is decreased in expsnmental epilepsy. Nat Newrosci

Dam AM (1950) Epilepsy and neuron loss in the hippocampus. Epilepsia
21:617-629.

Debarbieux F, Brunton 1, Charpak 5. (1998) Effect of bicuculline on tha-
lamic activity: a direct blockade of IAHP in reticularis neurons. f New-
raphysiol 79:2911-2518.

Dinocount C, Petanjek Z, Freund TF, Ber An Y, Esclapez M. (2003) Loss
of intemeurons innervating pyramidal cell dendrites and axon i 1
segments in the CAl region of the hippocampus following pilocarpine-
induced seizures, J Comp Neurol 459:407-425,

Esclapez M, Houser CR. (1995) Somatostatin neurons are a subpopulation

of GABA newrons in the rat dentate gyrus: evidence from colocalization

4559.

Krowles WD, Schwartzkroin PA. (1981) Loeal circuit synaptic interactions
in hippocampal brain slices, J Newrosei 1:318-322,

Lacaille IC, Mueller AL, Kunkel DD, Schwartzkroin PA, (1987) Local cir-
cuit interactions between oriens/alveus interneurons and CA1 pyrami-
dal cells in hippocampal slices: electroy logy and morphology.
S Newroxei T:19759-1593,

Lacaille IC, Schwartzkroin PA. (1988) Stratum lacunosum-moleculare in-
temeurons of hippocampal CA1 region, 11, Intrasomatic and intraden-
dritic recordings of local circuit synaptic interactions. J Newrosci
S:1411-1424,

Lapointe V, Morin F, Ratte S, Croce A, Conquet F, Lacaille IC. (2004) Syn-
apse-specific mGluR1-dependent long-term potentiation in
nes regulates mouse hippocampal inhibition. J Pliysiol 555:125-135,

Lee AC, Wong RE, Ct tuang SC, Shin HS, ]"lmthl R. (2002} Role of synap-
tic metabotropic gl T ileptiform ges in hip-
pocanipal slices. meropk}sio{hS 1{12<—1633

Lujan R, Nusser Z, Roberts 1D, Shigemoto R, Somogyi P. (1996) Perisy-
naptic location of metabotropic glutamate receptors mGluR1 and
mGluRS on dendrites and dendritic spines in the rat hippocampus. Eur
J Newragei 8:1488-1500,

Maccaferri G, McBain CI. (1995) Passive propagation of LTI to stratum
oriens-alveus inhibitory the tempore ic input
to the hippocampal CA1 region. Newron 15:137-145.

Manmaioni G. Marino M1, Valenti O, Traynelis SF. Conn PJ. (2001) Metah-
otropic glutamate receptors 1 and 5 differentially regulate CA1 pyrami-
dal cell function. J Newrosci 21:5925-5934.

Mao L, Yang L, Tang ©, Samdani 5, Zhang G, Wang JQ. (2005) The scaf-
fold protein Homerlb/e links t ) plor 5 1o
extracellular sigeal-regulated protein k\us-n cascades in neurons.
I Neurosei 25:2741-2752,

MeBain CI, DiChiara T1, Kauer 1A, (1994) Activation of metabotropic glu-
tamate receptors differentially affects two classes of mppm_ampnl inter-
neurons and potentiates excitatory synaptic ion. J Newrosci
1444334445,

Meldrum BS. (1993) Excitotoxicity and selective neuronal loss in epilepsy.
Brain Pathol 3:405-112.

Merlin LR, Wong RK. (1997) Rale of group 1 metahotropic glutamate
receptors in the patterning of epileptiform activities in vitro, J Mewro-

Mori M, Gerber U (2002} Slow feadback inhibition in the CA3 area of the
ral hippocamipus by synergistic synaptic activation of mGluR] and
mGluRS. J Physiol 544:793-T9%9.

Morin F, Beaubieu C, Lacaille 1C. (1998) Selective loss of GABA neurons
in area CAl of the rat hippocampus after intraventricular kainate.
Epilepsy Res 3213 60,

MNadler TV, (1981} Min w. Kainic acid as a tool for the study of tempo-
ral lobe epilepsy. Life Sei 20:2031-2042,

of pre-p in and
Neuroscience 64:339-353,

Ferraguti F, Conquet Lom L Grandes P, Kuhn R, Knopfel T. (1998)
T histoet ization of the mGluRTheta metabotropic
glutamate receptor in the adult rodent forebrain: evidence for a differen-
tial distribution of mGluR 1 splice variants. J Commp Newral A00:301-
407,

decarhoxylase RNAs.

N; ja RY, Becker A, Reymann KG, Balschun D. (2005) Repeated
administration of group I mGluR antagonists prevents seizure-induced
long-term abemations in hippocampal synaptic plasticity. Newrophar-
macology A9(suppl 1):179-187.

Ngomba RT, Biagioni F, Casciato S, Willems-van Bree E, Battaghia G,
Bruno V, Micoletti ¥, Van Luijtelaar EL. (2005) The preferential
milu2f3 receptor antagonist, LY341495, reduces the frequency of

Epilepsia, 51(8):1607-1618, 2010
doi: 1L1111/}.1528-1167.2010.026889

79



1618

spike-wave discharges in the WAG/RI] rat model of absence epilepsy.
Newropharmacolagy 49(suppl 1):80-103,

Perez Y, Morin F, Beaulien C, Lacaille JC, (1996) Axonal sprouting of
CAl pyramidal cells in hyp itable hip pal slices of kainate-
treated rats. Bur J Newroxci 8:736-T48.

Perez Y, Morin F, Lacaille JC. (2001) A hehbian form of lon,
ation dependent on mGluR1a in bippocampal inhibitory
Proc Natl Acad Sci 7 § A 98:9401-9406.

Renaud J, Emond M, Meillewr S, Psarropoulou C, Carmant L.
(2002) AIDA, a class 1 metabotropic glutamate-receptor antagonist
limits kainate-induced hippocampal dysfunction. Epilepsia 43:1306—
1317.

Salt TE. Binns KE, Turner IP, Gasparini F, Kuhn R. (1999) Antagonism of
the mGluS agonist 2-chloro-5-hydroxyphenylglycine by the novel
selective mGluS  antagonist  6-methyl-2-(phenylethynyl)-pyridine
(MPEP} in the thalamus. Br J Pharmacol 127:1057-1059,

Sanon N, Carmant L., Emond M, Congar P, Lacaille JC. (2005) Short-term
effects of kainic acid on CA1 hippocampal intemeurons differentially
vulnerable to excitotoxicity. Epilepsia 46:837-848.

Schwartzkroin PA, Mathers LH. (1978) Physiological and morphological
i ification of a monp idal hippocampal cell type. Brain Res

-term potenti-
lermeurons.

157:1-10.

Shipemoto R, Nakanishi 8, Mizuno N, (1992) Distribution of the mRNA
for a metabotropic plutamate receptor (mGluK1) in the central nervous
system: an in situ hybridization study in adult and developing rat. J
Comp Newrol 3 21-135.

Shigemoto R, Kinoshita A, Wada E, Nomura 5, Ohishi H, Takada M, Flor
PI, Neki A, Abe T, Nakanishi 5, Mizuno N. (1997) Differential presyn-
aptic localization of metabotropic glutamate receptor subtypes in the rat
hippocampus. J Neuwrosci 17:7503-7522,

Sinclair 1D, (1988) Multiple t-tests are appropriate in science. Trends Phar-
macol Sei 9:12-13,

Somogyi P, Klausherger T. (2005) Defined types of cortical mterneurons
structure space and spike timing in the hippocampus. J FPhysiol
562:9-26.

Thandi 8, Blank IL, Challiss RA. (2002) Group-1 metabotropic glutamate
receptors, mGhu s and mGluSa, couple to extracellular sipnal-regulated
kinase (ERK) activation via distinct, but overlapping, signalling path-
ways. f Newrochem 83:1139-1153.

Topolnik L, Azzi M, Morin F, Kougioumoutzakis A, Lacaille JC. (2006)
mGluR 1/5 subtype-specific calcium signalling and induction of long-

Fpilepsia, 51(8):1607-1618, 2010
dois 101111/, 1528-1167.2010.02682

term potentiation in mat hippocampal oriensfalveus interneurones.
J Physiol 575:115-131.

Topolnik L, Chamberland S, Pelletier J, Ran 1, Lacaille JC. (2009) Activ-
ity-dependent comp lized regulation dendritic Ca2+ signalling
in hippocampal interneurons. . J Newrosci 29:4658—1663,

van Hooft JA, Giuffrida R, Blatow M, Monyer H. (2000) Differential
expression of group 1 metabotopic glutamate receptors in functionally
distinet hippocampal interneurons. J Mewrosed 20035443551,

‘Williams 5, Vachon P, Lacaille JC. (1593) M naptic GABA-mediated
inhibitory postsynaptic potentials in CA1 pyraniidal cells of hyperexcit-
able hippocampal slices from kainic acid-treated rats. Newroscience
52:54 1-554.

Woodhall G. Gee CE. Robitaille R, Lacaille JC. (1999) Membrane potential
and intracellular Ca2+ oscillations activated by mGluRs in hippocam-
pal stratum oriensfalveus intemeurons. J Newrophysiol 81:371-382,

SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Figure 1. Difference in epileptiform burst discharge is
independent of stimulation site.

Figure 2. No contribution of mGluR 1z to epileptiform
burst discharges in either interneuron type.

Figure 3. No contribution of mGluR1« and mGluRS to
PDs in R/LM-INs.

Figure 4. No contribution of mGluR 1z and mGIluRS to
PSCs in R/LM-INs.
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Additional Information

Additional Figure |
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Additional Information - Figure 1: Difference in epileptiform burst discharge is
independent of stimulation site.

A: Current-clamp recordings (V= -65mV) from an O/A-IN showing an
epileptiform burst discharge evoked by train stimulation of 0.5mA at the border of strata
radiatum and lacunosum-moleculare (arrows) in BIC+4-AP (right) and the response in
control ACSF (left). B: Current-clamp recordings from an R/LM-IN illustrating a burst
discharge evoked by stimulation in stratum oriens in BIC+4-AP (right) and the response in

ACSF (left). C: Bar graph for all cells tested (n=5 O/A-INs, n=5 R/LM-INs) showing
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significantly shorter burst depolarization duration in R/LM than in O/A cells (mean +

standard deviation; one-tailed t-test).
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Additional Figure 2
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Additional Information - Figure 2: No contribution of mGluR1a to
epileptiform burst discharges in either interneuron type.

A: Current-clamp recordings (V= -65mV) showing burst discharges recorded in
representative O/A-IN (top) and R/LM-IN (bottom) in response to train stimulation of
0.5mA (arrows) in BIC+4-AP (left), after addition of the mGluR 1 antagonist LY367385
100uM (middle) and after 30 minutes of antagonist washout (right). B,C: Summary bar
graphs showing no significant effect of LY367385 on the number of APs in bursts (left),
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the burst discharge duration (middle) or the burst depolarization duration (right) in O/A-INs
(n=7; B) and R/LM-INs (n=7; C).

Additional Figure 3
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Additional Information - Figure 3: No contribution of mGluR1o and 5 to
PDs in R/LM-IN:s.

A: Current-clamp recordings (V= -65mV) with intracellular solution containing
QX-314, showing PDs evoked by train stimulation of 0.2mA (arrows) in a representative
R/LM-IN. PDs recorded in BIC+4-AP (top) were unaffected by joint application of MPEP
and LY367385 (middle). B,C: Bar graphs for all R/LM-INs tested (n=8) showing no
significant effect of application of both antagonists on PD duration (B) and area under PD
(C). Note different scaling for PD duration and area under PD (compared to Fig 3),
indicating that PDs in R/LM-INs were smaller than in O/A-INs.
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Additional Figure 4
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Additional Information - Figure 4: No contribution of mGluR1o and 5 to

PSCs in R/LM-INs.
A: Recordings from a representative R/LM-IN of PD in current-clamp (top; V=

-65mV) and underlying PSCs in voltage-clamp (bottom; Vyo¢= -60 mV) evoked by train
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stimulation of 0.4mA (arrows) in BIC+4-AP. B: Blocking non-NMDAR and NMDAR with
DNQX and APS5 revealed a monophasic PSC. C: Additional application of MPEP and
LY367385 had no effect on PSCs. D: Bar graph for all R/LM-INs tested showing
significant PSC reduction by non-NMDA and NMDA receptor antagonists (DNQX+APS;
n=5), but no further reduction by addition of mGluR1/5 antagonists (MPEP+LY; n=5),
indicating no mGluR 1o and 5 contributions to PSCs underlying PDs in R/LM-INs.
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88

Les travaux de cette thése ont permis d'identifier, selon leurs propriétés
neurochimiques, les interneurones vulnérables dans le modéle KA. De plus, les résultats
suggerent que la vulnérabilité sélective des interneurones O/A dans le modele KA n'est
probablement pas causée par un effet direct et a court-terme du KA. Finalement les travaux
ont permis de mettre en évidence in vitro une activité¢ épileptiforme dépendante des
mGlIuR1/5 spécifiquement dans les interneurones O/A, ainsi qu'une implication
différentielle des mGluR1 et mGIuRS dans cette activité épileptiforme. Globalement, les
résultats suggerent que la vulnérabilité sélective des interneurones serait due a I'effet
spécifique qu'exerce l'activation des mGluR1/5 sur les interneurones O/A pendant I'activité

¢épileptiforme induite par le KA.

4.1 Perte sélective d'interneurones dans le modele KA

Dans le but d'examiner la perte cellulaire associée au modele KA nous avons
procédé a l'identification neurochimique des cellules GAD-, PV- et SS-positives par
marquage immunohistochimique. La quantification des cellules chez les rats KA et naifs a
révélé une perte de neurones GAD-, PV- et SS-positifs de la région CAl suite au KA, avec
une perte plus importante des neurones PV- et SS-positifs (Sanon N et al. 2005). La GAD
étant présente dans tous les interneurones inhibiteurs contenant le GABA, il n'est pas
inattendu qu'une moindre proportion de cellules GAD soit affecté par rapport aux cellules

PV- et SS-positives étant donné que les neurones GAD-positifs englobent tous les types
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d'interneurones (Freund TF et Buzsaki G 1996). La perte de neurones que nous avons
observée est en accord avec celle observée dans un autre modele expérimental du TLE
utilisant la pilocarpine, et produisant sensiblement le méme status epilepticus chez 1'animal
in vivo. Les interneurones vulnérables dans le mode¢le pilocarpine sont 1) les interneurones
PV-positifs, correspondant principalement aux cellules a panier, faisant des connexions
péri-somatiques, et axo-axoniques; ainsi que 2) les interneurones SS-positifs (O-LM)
faisant des connexions sur les dendrites distales des cellules pyramidales. Ce phénomene de
perte d'interneurones est rapide, étant présent 72 heures post-injection (Dinocourt C et al.

2003).

Il est important de noter que la diminution de marquage PV+, SS+ ou GAD+
observée dans le modele KA ne représente pas nécessairement une perte cellulaire puisqu'il
a déja été montré dans les cellules a panier du DG que la diminution du marquage de la PV
peut étre due a une diminution de I'expression de cette protéine et non pas a une diminution
du nombre de cellules (Sloviter RS et al. 2003). Par contre, il a aussi été montré en
combinant I'hybridation in situ & un marquage de Nissl que la diminution du marquage de
I'ARNm de la GAD dans le DG suite au status était bien due a une perte d'interneurones
inhibiteurs (Obenaus A et al. 1993). Ainsi, la perte de neurones GAD+ dans la région O/A,
et la perte sélective de cellules du O/A, mais non des cellules du R/LM, tel que montré avec
des marquages de Nissl dans le modele KA (Morin F et al. 1998b), nous permet de

conclure que la diminution significative des marquages GAD+, PV+ et SS+ dans la région
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O/A dans le modele KA représente une véritable perte d'interneurones et non une

diminution de I'expression de ces molécules.

Etant donné que les interneurones différent en termes de leur composition
neurochimique, on peut questionner l'importance de ces molécules spécifiquement
exprimées dans certains types d'interneurones dans la vulnérabilité sélective. L'enzyme de
synthése du GABA, la GAD, est spécifique aux interneurones inhibiteurs, mais est
exprimée dans tous les interneurones. Donc, la GAD n'est probablement pas impliquée dans
la vulnérabilit¢ sélective. Le neuropeptide SS est exprimé dans les interneurones
sélectivement vulnérables au KA, notamment dans les interneurones démontrant de la
dendrotoxicité (Oliva AA, Jr. et al. 2002). Cependant, il a été suggéré que la SS a un effet
inhibiteur dans le réseau neuronal du CA1l (Binaschi A et al. 2003) et donc, les
interneurones SS+ aideraient plutdt a controler l'activité épileptiforme. Par ailleurs, une
¢tude sur des souris déficientes en parvalbumine, calretinine et calbindine a révélé que ces
chélateurs calciques ne modulaient pas le niveau général d'excitabilité de I'hippocampe
dans le modele KA (Bouilleret V et al. 2000). Ce résultat est surprenant puisque 1'on aurait
pu s'attendre a ce que la présence des protéines liant le calcium favorise le tamponnage du
calcium durant l'activité épileptiforme, ce qui devrait diminuer 1'excitotoxicité. Il semble
donc qu’il n’y a pas de lien causatif entre I’expression de SS ou PV et la vulnérabilité

sélective.
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Le cerveau immature est plus propice suite a une insulte telle I'hypoxie (Jensen FE
et al. 1991) ou une injection de KA (Albala BJ et al. 1984; Nitecka L et al. 1984;
Stafstrom CE et al. 1993) au développement des convulsions. Il est cependant moins
vulnérable a la perte neuronale qui est observée dans le cerveau mature suite a ces
convulsions (Liu Z et al. 1996; Holmes GL et Ben-Ari Y 2001). En effet, suite au status
epilepticus, I'hippocampe subit beaucoup plus de dommages chez I'animal 4gé que chez
I'animal immature ou jeune (Stafstrom CE et al. 1993). Ceci se traduit par des pertes de
fonctions cognitives dépendantes de 1’hippocampe, telle la mémoire spatiale (Renaud J et
al. 2002; Sayin U et al. 2004). Par contre, nos données suggérent a l'inverse une perte de
neurones PV+ et SS+ plus importante a P20 qu'a P30. De plus, cette perte de neurones a
P20 survient a un age auquel il n'y a pas de perte des cellules pyramidales du CA3 (Holmes
GL et Ben-Ari Y 2001), indiquant une vulnérabilité plus précoce des interneurones O/A

PV+ et SS+ que celle des cellules pyramidales du CA3.

4.2 Activité induite par le KA: effets électrophysiologiques

Afin d'aborder les mécanismes a la base de la vulnérabilité sélective des
interneurones O/A dans le modéle KA, nous avons examiné dans un premier temps les
différences entre les réponses électrophysiologiques induites directement par l'application

de KA chez les O/A-IN et R/LM-IN. Contrairement aux études post-injection de KA in
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vivo causant un status epilepticus initial et engendrant des crises récurrentes chez le rat,
notre premicre étude portait plutot sur les effets aigiis du KA sur les interneurones dans des

tranches d'hippocampe in vitro issues de rats naifs.

Des résultats d'études précédentes utilisant les tranches d'hippocampe en culture ont
montré que l'application aigiie de KA (5uM) produisait la mort d'interneurones PV+ du
CA3 et du CA1 (Best N et al. 1996), ainsi que la dendrotoxicité dans les interneurones du
CA1 (Al-Noori S et Swann JW 2000) et dans les interneurones SS+ du CAl et du CA3
(Oliva AA, Jr. et al. 2002), suggérant que le KA peut avoir un effet rapide sélectivement
sur les O/A-INs. De plus, d'autres ont montré que de bréves applications de KA en tranche
sont suffisantes pour générer une activité de type inter-ictale causant une potentialisation a
long terme des réponses synaptiques (Ben Ari Y 1985; Ben-Ari Y et Represa A 1990), ce
qui suggere un effet rapide et durable du KA sur la plasticité synaptique, sans I'implication
de crises chroniques et récurrentes obtenues in vivo. Par contre nos données in vitro
montrent que les effets aigus du KA sont similaires chez les interneurones O/A,
vulnérables, et les interneurones R/LM, résistants dans le modele KA, suggérant que les
effets aigiis du KA ne sont pas directement responsables de la vulnéabilité sélective des

OA-INs.

Des effets de modulation de la transmission synaptique dus a la présence des KAR
sur les terminaisons pré-synaptiques ont été rapportés aux synapses excitatrices des cellules

pyramidales (Rodriguez-Moreno A et al. 1997; Rodriguez-Moreno A et al. 2000; Frerking



93

M et al. 1999; Mulle C et al. 2000; Schmitz D et al. 2001), ainsi qu’aux synapses
inhibitrices des cellules pyramidales (Rodriguez-Moreno A 2003) et des interneurones
(Cossart R et al. 2001). Par contre nos résultats montrent des effets similaires du KA avec
et sans TTX, indiquant peu de contribution des actions pré-synaptiques dans nos

conditions.

A des concentrations micromolaires, tel qu'utilisé majoritairement dans notre étude,
le KA ne se lie pas uniquement aux KAR mais aussi aux AMPAR (Castillo PE et al.
1997). L'ajout de l'antagoniste AMPA/KA lors de l'application de KA nous a permis de
montrer une implication des récepteurs AMPA/KA. Cette composante était principalement
due aux AMPAR tel que montrée par 'application de l'antagoniste sélectif des AMPAR et
équivalente dans les deux types d'interneurones O/A-INs et R/LM-INs. Notre observation
que l'activation des AMPAR ne semble pas responsable de la vulnérabilité¢ sélective des
interneurones est en contraste avec une étude montrant une excitotoxicité par le KA a tres
forte concentration (500uM) via les AMPAR Ca’'-perméables dans les astrocytes et

oligodendrocytes de la colonne dorsale de la moelle épiniere (Li S et Stys PK 2000).

Bien que nos résultats suggérent que les composantes AMPA/KA soient
équivalentes chez les interneurones OA-IN et RLM-IN, il aurait ét¢ intéressant d'évaluer
une contribution différentielle des KAR a l'effet direct du KA. En effet certains résultats
indiquent une action du glutamate endogene via les KAR composés des sous-unités iGluRS

et 1GluR6 dans les cellules pyramidales (Smolders I et al. 2002; Mulle C et al. 1998) et
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interneurones (Khalilov I et al. 2002). Par contre, au moment ou les travaux de la thése ont
été effectués, les antagonistes des KARs disponibles étaient peu sélectifs (O'Neill MJ et al.

1998).

4.3 Activité induite par le KA: effets sur le calcium

intracellulaire

L’absence de différence au niveau des effets électrophysiologiques du KA entre les
interneurones O/A-IN et R/LM-IN, indique que des mécanismes en aval de la
dépolarisation pourraient différer entre les deux types d'interneurones. Une possibilité
pourrait étre 1'élévation de calcium intracellulaire a partir des stocks intracellulaires ou par
les canaux Ca”" qui est un élément critique dans les multiples cascades intracellulaires
impliquées dans l'excitotoxicité (Choi DW 1994). Mais dans certains cas le Ca®" peut
s'avérer €tre neuro-protecteur par le fait qu'une élévation précoce protegerait contre des
¢lévations subséquentes de calcium intracellulaire (Friedman LK 2006). Par contre selon
nos données, il n'y a pas eu de différence entre les élévations calciques dans les deux types
d'interneurones. Nos résultats suggerent que s’il y a activation de mécanismes différents, ils
sont en aval des élévations Ca®" donc, possiblement au niveau de I'activation de cascades

intracellulaires dans les deux types d'interneurones.

Les effets aigiis similaires du KA entre les interneurones vulnérables et résistants

pourraient signifier qu'il y a nécessité de développer une activité épileptiforme ou des crises
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récurrentes pour induire un effet excitotoxique menant vers la perte cellulaire (Wasterlain
CG 1997). Par contre, il a été suggéré que le status epilepticus initial est suffisant pour
engendrer la perte cellulaire et que l'apparition et la fréquence des crises récurrentes
n'influent pas sur la perte (Gorter JA et al. 2003), suggérant un effet aigii plutdt que

chronique.

I1 est important de souligner certaines limites dans notre interprétation des résultats
en imagerie Ca*". Premiérement, puisque la technique du patch-clamp en configuration
cellule-entic¢re a été utilisée, il se pourrait que la dialyse intracellulaire affecte les protéines
endogénes liant le Ca®*, rendant uniformes les élévations de Ca®" induites par le KA. Ceci
pourrait étre résolu en utilisant un indicateur Ca*' perméable aux membranes (Carmant L et
al. 1997). De plus, nos conclusions sont basées sur des observations d'élévation de Ca*" au
niveau du soma. Puisque des micro-domaines de Ca®" sont associés a divers récepteurs
glutamatergiques au niveau des dendrites des interneurones (Topolnik L et al. 2006), une
analyse plus détaillée a ce niveau pourrait révéler des mécanismes Ca®" spécifiques a

certains types d'interneurones.
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4.4 Implication différente des mGluR1 et mGluRS dans I'activité

épileptiforme des O/A-INs

Au cours de notre étude décrite au chapitre 111, nous avons employ¢ un protocole de
stimulation des afférences des O/A-INs afin d'activer les mGluRI de maniere synaptique et
¢valuer leur role dans un contexte d'activation plus "physiologique" que lors d'une
activation pharmacologique (Lee AC et al. 2002). Nos résultats suggerent une activation
des mGluRla et mGluR5 dans les interneurones O/A au cours de la décharge
paroxysmique (PD) évoquée synaptiquement en présence de BIC et de 4-AP (Sanon N et
al. 2010). Nos données contrastent avec celles d'autres études rapportant uniquement une
activation des mGluR1a lors d'un protocole de stimulation a haute fréquence de courte
durée (100Hz, 100ms) (Huang YH et al. 2004), ou un protocole de LTP induit par une
stimulation en bouffées 6 couplée a une dépolarisation post-synaptique. (Perez Y et al.
2001; Lapointe V et al. 2004). Il est important de noter que la principale différence entre
ces conditions et les notres est que nos stimulations ont lieu dans une tranche désinhibée et
en présence de dun bloqueur de canaux K'. Il est donc possible qu'une activité
épileptiforme entrainant une libération plus importante de glutamate sur les interneurones
soit nécessaire a l'activation supplémentaire des mGluRS, tel que rapporté dans des cellules
pyramidales du CA3 (Lee AC et al. 2002; Merlin LR 2002). De plus, le type d'électrode de

stimulation utilisée dans ces études différe de la notre; ainsi les stimulations effectuées par
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les micro-¢électrodes de verre favorisent une activation de fibres plus restreinte et localisée

que les ¢€lectrodes concentriques bipolaires comparativement plus grosses.

L'activation synaptique des mGIuRS et mGluR1 que nous avons observée concorde
aussi avec leur activation lors de CPSEs évoqués dans des interneurones du CA3 en
tranches pharmacologiquement désinhibées (Mori M et Gerber U 2002). Cette activation
n'ayant jusqu'a récemment pas été observée dans les interneurones du CA1, nous rapportons
donc une implication des mGIuRS5 en plus des mGluR1 dans l'activité synaptique des
interneurones O/A du CAl. Nos observations concordent avec de récentes données qui
montrent une activation synaptique des mGluRS5 dans les dendrites des O/A-INs par une
stimulation a haute fréquence de longue durée (100Hz, 1sec) (Topolnik L et al. 2009),
tandis qu'une stimulation a haute fréquence mais de courte durée (100Hz, 100ms) n'active
que les mGluR1a (Huang YH et al. 2004). L'activation synaptique des mGIluRS5 dans ces

interneurones dépend donc des conditions de stimulation.

Nous avons enregistré trois types de réponses épileptiformes synaptiques: les
décharges en bouffée, les PD et les CPSE, induites dans les interneurones en présence de
BIC+4-AP. Ces deux antagonistes appliqués ensembles permettent de désinhiber le réseau
hippocampique et d'induire dans la tranche une activité de type ictale (d'une durée de I'ordre
des secondes), contrairement a I'application seule de BIC qui produit une activité¢ de type

inter-ictale (de I'ordre des centaines de millisecondes) (Lee AC et al. 2002).
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Nos résultats ont montré une activation mGIluR5 mais aucune implication des
mGluR1a lors des décharges en bouffée dans les O/A-INs. Par contre, une activation
mGluR 1o a été montrée dans les cellules pyramidales du CA3 lors de décharges en bouffée
déclenchées spontanément dans une tranche désinhibée (Lee AC et al. 2002). Ceci suggere
que les deux sous-types de récepteurs contribuent a la production des décharges en bouffée
épileptiformes via des mécanismes différents dans les interneurones et dans les cellules
pyramidales, qui pourrait impliquer notamment la phospholipase Cg; (PLCg;) (Lee AC et

al. 2002).

Nos résultats montrent que les mGluR 1o et mGluRS sont activés durant la PD et le
courant (CPSE) qui la sous-tend. Les mGluRS sont donc impliqués dans les décharges en
bouffée, la PD et le CPSE, mais les mGluR1 ne sont impliqués que dans la PD et le CPSE.
Ces observations pourraient indiquer que ces récepteurs induisent des réponses avec des
cinétiques différentes. Une différence de cinétique a d'ailleurs été observée dans nos
résultats qui montrent en mode voltage-imposé¢ que les mGluR 1o sont impliqués dans la
composante lente du CPSE bi-phasique tandis que les mGIluRS sont impliqués dans les
composantes lente et rapide du CPSE. Collectivement ces données pourraient suggérer que
la composante rapide du CPSE sous-tend l'activit¢ de décharge en bouffée alors que la
composante lente se refléte dans l'activité de PD. Par contre ceci demeure a étre confirmé

par des expériences supplémentaires.
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Les mécanismes intracellulaires en aval de l'activation des mGluR1 et mGluRS sont
différents dans les O/A-INs. L'activation des mGluR1o cause, par une voie Src/ERK-
dépendante, l'entrée de Ca™" par des canaux TRP ainsi que la libération intracellulaire
pendant 1'induction de la potentialisation a long-terme (LTP) (Topolnik L et al. 2006). Par
contre, l'activation des mGIuR5 ne produit qu'une libération de Ca*" des stocks
intracellulaires indépendamment de l'activation de Src/ERK (Topolnik L et al. 2006). Il a
d'ailleurs récemment ¢ét¢ montré que les décharges épileptiformes induites par le DHPG
dans le CA3 induisent une translocation de la membrane au cytoplasme des canaux TRPC4
et 5 (Wang M et al. 2007). On peut ainsi supposer que ces isoformes pourraient aussi étre

impliquées lors des décharges épileptiformes associées aux mGluR 1o dans(| les O/A-INs.

Des roles différents des mGluR1a et mGIuRS ont aussi été observés dans les
cellules pyramidales du CA1l, notamment la suppression de la transmission synaptique
excitatrice médiée par les mGluR 1o et la suppression du courant K responsable de la post-
hyperpolarisation médiée par les mGluRS, lors de leur activation par le DHPG en présence
de MPEP et de LY367385 respectivement (Mannaioni G et al. 2001). En somme, ces
résultats confirment le role important de l'activation synaptique des mGluR1/5 dans la
régulation de l'excitabilit¢ des cellules pyramidales et des interneurones O/A via des
mécanismes distincts. Les roles différents des mGluR1 et mGluRS concordent bien avec
leurs mécanismes distincts rapportés dans plusieurs systémes neuronaux : le couplage a

diverses protéines (Gs vs Gq) (Abe T et al. 1992); leur action via des protéines effectrices
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différentes malgré le couplage a la méme protéine G transductrice (ex: interactions
mGluR I—canaux récepteurs IP; et mGIluR5—NMDAR [Mannaioni G et al. 2001], ou

mGluR5-récepteurs de 1'adénosine A2A-NMDAR [Tebano MT et al. 2005]).

4.5 Activité synaptique épileptiforme dépendante du sous-type

d'interneurone

Lors de nos expériences visant a comparer les roles des mGluR1/5 dans l'activité
épileptiforme des O/A-INs et R/LM-INs, nos résultats ont montré que les bloqueurs
mGluR1/5 n'avaient aucun effet sur les décharges en bouffée ainsi que sur les PD induites
dans les R/LM-INs. Des études en hybridation in situ et en immuno-histochimie ont montré
une expression différentielle de I'ARNm et des protéines mGluR 1 et 5 dans les différentes
populations cellulaires de I'hippocampe. Notamment dans le CA1l 1'expression mGluR1a
est élevée dans les couches oriens et alveus mais faible dans les couches radiatum et
lacunosum-molecuare (Shigemoto R et al. 1997; Ferraguti F et al. 2004). Cette
distribution hétérogéne est en accord avec nos données ne montrant aucun effet d'un
antagoniste mGluR1a sur les réponses épileptiformes dans les R/LM-INs. Par contre,
l'expression des mGluRS est trés étendue dans toutes les couches du CA1 (Shigemoto R et
al.  1997). Nos résultats ¢électrophysiologiques ne concordent pas avec ce patron
d'expression des mGluRS5 puisque 1'antagoniste mGluR5 MPEP n'a eu aucun effet sur les

réponses ¢épileptiformes dans les R/LM-INs, mais a significativement réduit ces réponses
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dans les O/A-INs. Ceci suggere que, bien que présents dans les R/LM-INs, les mGluRS ne

seraient pas activés lors des décharges épileptiformes dans ces cellules.

I1 est possible que les mGIuRS localisés extra-synaptiquement ne soient pas recrutés
dans les R/LM-INs d@ a un apport pré-synaptique différent par rapport aux O/A-INs. En
effet, les O/A-INs sont activés d'une maniere rétroactive (feedback) par les collatérales des
axones des cellules pyramidales du CA1 (Knowles WD et Schwartzkroin PA 1981; Lacaille
JC et al. 1987) et d'une maniére proactive ("feed-forward") par les collatérales de Schaffer
(SC) provenant du CA3 (Schwartzkroin PA et Mathers LH 1978; Buzsaki G et Eidelberg E
1982; Lacaille JC et al. 1987). Par opposition, les R/LM-INs ne sont activés que d'une
manicre proactive ou directe par les afférences des SC et de la voie temporo-ammonique
provenant du CE (Lacaille JC et Schwartzkroin PA 1988b). Particulié¢rement dans un
contexte de tranche désinhibée, la voie rétroactive pourrait étre activée de fagon marquée
puisque les cellules pyramidales sont hyperexcitables, ce qui pourrait apporter une
activation préférentielle des mGIluRS dans les O/A-INs. Il est intéressant de noter que
contrairement a la région CAl, les RAD-INs du CA3 regoivent des afférences rétroactives
des cellules pyramidales du CA3 (Mori M et Gerber U 2002), et montrent une activation

synaptique des mGIuR1 et mGIluRS dans les tranches désinhibées.

Les astrocytes sont une partie intégrante de la synapse (Araque A et al. 1999) et
jouent un rdle important dans la régulation de la transmission synaptique entre autres par

leur effet sur I'¢limination du glutamate de la fente synaptique. Il a ét¢ montré que les
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transporteurs astrocytaires du glutamate sont importants dans la régulation de I'activation
synaptique des mGluR1a dans les interneurones O/A (Huang YH et al. 2004). Ce
mécanisme n'a toutefois pas été démontré dans les R/LM-INs du CAl, mais il serait
possible que la régulation astrocytaire de la clairance du glutamate soit différente aux
synapses des O/A-INs et des R/LM-INs et préviendrait de fagon plus efficace I'activation

des mGIluRS5 extrasynaptique dans les R/LM-INs.

L'activation des mGIluRI entraine un courant entrant, via des canaux perméables aux
cations et dépendant de l'augmentation du niveau de Ca’" intracellulaire (Ican), et ce,
spécifiquement dans les interneurones O/A (McBain CJ et al. 1994; van Hooft JA et al.
2000; Woodhall G et al. 1999). Nos données présentant un CPSE entrant indépendant des
récepteurs NMDA et non-NMDA mais dépendant de 1'activation des mGluR1/5 semblent
révéler l'activation d'un courant Ican durant I'activité épileptiforme dans les O/A-INs. En
fait, il a ét¢ montré par des applications de DHPG (Topolnik L et al. 2006) et par activation
synaptique tétanique (Huang YH et al. 2004) que ces courants cationiques non-sélectifs
¢taient bloqués par le LY367385 montrant leur activation spécifique par les mGluR 1, et
¢taient sensibles au SKF96365, un antagoniste des canaux cationiques TRP. Dans les
cellules de Purkinje du cervelet les canaux responsables du Ican sont les canaux récepteurs

de potentiels transitoires de type 1 (TRPC1) qui interagissent avec les mGluR 1o (Kim SJ et

al. 2003). L'absence de cette voie de signalisation mGluR1a-dépendante dans les R/LM-
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INs pourrait étre responsable des réponses épileptiformes de moindre magnitude que nous

avons observées dans ces interneurones.

Puisqu'il a déja été proposé que l'excitotoxicité par le glutamate implique une
cascade moléculaire initialement déclenchée par une hausse de la concentration de Ca*"
intracellulaire (Lipton SA et Rosenberg PA 1994; Choi DW 1994), il serait possible que
l'activation préférentielle de canaux TRP aux O/A-INs soit responsable de I'activation d'une
cascade excitotoxique Ca*"-dépendante dans ces cellules. D'ailleurs, des oscillations
calciques dépendantes des mGIuRI/Il ont été observées spécifiquement dans ces
interneurones (Carmant L et al. 1997; Woodhall G et al. 1999). Ces réponses Ca*"
pourraient favoriser la génération de radicaux libres via l'activation de la NO synthase,
I'enzyme de synthése de l'oxyde nitrique dans les interneurones O/A (Doyle CA and Slater
P 1997) et activer des enzymes telles les lipases, protéases, endonucléases et autres
enzymes cataboliques menant a la mort cellulaire (De Keyser J et al. 1999). Ces
mécanismes impliquant le Ca®" pourraient engendrer la vulnérabilité sélective des O/A-IN's
par l'intermédiaire de l'activation des mGluR1o durant l'activité épileptique. Ces
mécanismes seraient en accord avec nos observations a 1'effet que les récepteurs ionotropes
du glutamate ne seraient pas responsables de la vulnérabilité sélective entre les

interneurones O/A et R/LM (Sanon N et al. 2005).
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Nos évidences montrant un role différent des récepteurs glutamatergiques dans
e s . T . , . .
l'activité synaptique épileptiforme dépendant du sous-type d'interneurone sont résumées de

facon schématique dans la Figure D.

STIMULATION PAR AGONISTE STIMULATION SYNAPTIQUE
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Figure D: Schéma récapitulatif du réle des récepteurs glutamatergiques dans l'activité

épileptiforme des interneurones inhibiteurs de I'hippocampe.
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Du cot¢é gauche, l'agoniste glutamatergique KA induit des réponses
¢lectrophysiologiques et calciques similaires dans les O/A-INs et les R/LM-INs via les
AMPAR, KAR, NMDAR et VGCC. A l'inverse, du coté droit, 'activation synaptique
en tranche désinhibée induit des réponses différentes dans les O/A-INs et les R/LM-INs
via l'implication des mGIluR1/5. En rouge et en caractére gras, les ¢léments qui ont été
mesurés. En rose et en caractére mince sont les éléments rapportés dans la littérature. I1
est a noter que pour simplification, tout est représenté dans le corps cellulaire ce qui ne

prend pas en considération la localisation dendritique des récepteurs étudiés.

4.6 Changements dans les courants synaptiques spécifiques aux

O/A-INs dans le modeéle KA

Les ¢études formant le corps de cette these ont été effectuées dans des tranches issues
de rats sains sur lesquelles l'activité a été induite soit par application d'un agoniste
glutamatergique, dans le cas de la premicre étude, soit par activation synaptique dans une
tranche désinhibée, dans le cas de la seconde. Dans ces deux études les effets analysés

¢étaient a court-terme.

Qu'en est-il des modifications a long-terme qui peuvent survenir dans un tissu
épileptique chronique comme chez le rat traité au KA? Parmi les changements affectant
directement la région CAl, il y a d'une part la perte importante de cellules pyramidales du

CA3 (Nadler JV et al. 1980; Morin F et al. 1998b) qui constitue une modification a long-
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terme diminuant I'hyperexcitabilité¢ du réseau neuronal. D'autre part il y a des modifications
a long-terme augmentant 1'hyperexcitabilité du réseau neuronal en agissant sur 1'excitation,
tels le développement de nouvelles fibres axonales des collatérales de Schaffer (Nadler JV
et al. 1980) et de nouveaux axones récurrents des cellules pyramidales du CA1 (Perez Y et
al. 1996; Esclapez M et Houser CR 1999). Finalement, il y a des modifications a long-
terme augmentant I'hyperexcitabilité du réseau neuronal en agissant sur l'inhibition, telles la
perte des interneurones inhibiteurs de l'oriens du CAl (Morin F et al. 1998b) et la

déafférentation des interneurones inhibiteurs du RAD du CA1 (Morin F et al. 1998a).

L'étude présentée en annexe I (Perez Y et al. 2006) fait état de changements a long
terme qui ont lieu au niveau des afférences excitatrices que recoivent les interneurones du
CAl dans le modele KA en comparaison de 1'état contrdle. On y montre que ['amplitude et
la fréquence de l'activité spontanée excitatrice ainsi que l'amplitude des EPSPs évoqués
dans les interneurones O/A sont inchangés chez les rats KA, mais leurs temps de montée et
de descente sont plus lents (Perez Y et al. 2006). Cette différence de cinétique est
spécifique aux synapses des O/A-INs, n'étant pas observée aux synapses des Rad-INs.
Cette différente cinétique pourrait étre due a de nouvelles connexions issues des axones
collatéraux des cellules pyramidales du CA1 (Perez Y et al. 1996; Esclapez M et Houser
CR 1999). La cinétique plus lente de l'activité synaptique des fibres axonales nouvellement
formées sur les cellules pyramidales favorise la sommation temporelle des EPSPs (Konig P

etal. 1996) et a pour effet d'augmenter I'hyperexcitabilité du réseau. La cinétique plus lente
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de l'activité synaptique sur les O/A-INs favorise plutdt l'inhibition du réseau, peut-étre de
manic¢re compensatoire a la perte d'inhibition dans le modele KA (Ratte S et Lacaille JC
2006). Par contre ce changement pourrait aussi, a l'inverse, augmenter l'excitotoxicité de

ces interneurones pendant l'activité épileptique.

Il est intéressant de noter que c'est la composante médi¢e par les NMDAR des
courants synaptiques qui montrent un changement de cinétique dans le modéle KA, et que
celui-ci pourrait étre causé par une modification de leur dépendance au voltage (Perez Y et
al. 2006). Or, certaines sous-unités NR2 des NMDAR ont une cinétique plus lente ainsi
qu'une moindre dépendance au voltage (Monyer H et al. 1992). De plus, un couplage
fonctionnel des mGluRS aux NMDAR a été décrit (Mannaioni G et al. 2001; Alagarsamy
S et al. 1999; Alagarsamy S et al. 2005). Considérant ceci avec le fait que les mGIuRS
jouent un role important dans l'activité épileptiforme déclenchée in vitro dans les O/A-INs,
on pourrait envisager que l'activation des mGluRS5 durant l'activité épileptiforme puisse étre
liée a un changement au niveau des sous-unités NMDAR ce qui favoriserait une activité de

plus longue durée spécifiquement dans les O/A-INs.
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4.7 Implications fonctionnelles de la perte d'interneurones dans

le modéle KA du TLE

En somme, les recherches effectuées au cours de cette these ont montré une perte
sélective d'interneurones O/A du CA1l dans le modele KA, dont la vulnérabilité pourrait
étre due a une activation spécifique des mGIluR1/5 durant l'activité épileptiforme dans ces
cellules. Cette perte d'interneurones inhibiteurs dans le modele KA peut avoir plusieurs

conséquences fonctionnelles sur le niveau d'excitabilité du réseau hippocampique.

Une des conséquences fonctionnelles de la perte des O/A-INs consiste en une
désinhibition des dendrites distales des cellules pyramidales (Cossart R et al. 2001; Sanon
N et al. 2002; Ang CW et al. 2006). En effet, les interneurones O-LM sont un sous-type
d'interneurones du O/A qui sont particulierement vulnérables. Ces interneurones inhibent
spécifiquement les dendrites distales des cellules pyramidales dans la couche L/M. Les
principales afférences excitatrices ciblant les dendrites apicales des cellules pyramidales du
CAL proviennent des SC des cellules pyramidales du CA3. Une seconde voie issue du EC
contacte les dendrites plus distales des cellules pyramidales, soit la voie temporo-
ammonique (TA) (Colbert CM et Levy WB 1992) qui a un réle modulateur sur les cellules
pyramidales par leurs synapses surtout sur les interneuones (Empson RM et Heinemann U
1995) et est impliquée dans le relai de I'information sur le positionnement provenant du CE

aux "place cells" (Brun VH et al. 2002). Par contre, la voie TA constitue une entrée
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synaptique de moindre "poids" que les SC (Levy WB et al. 1995), méme si ces dernicres
sont partiellement lésées dans le modéle. Ainsi dans le modele KA, le ratio
excitation/inhibition dans la couche L-M est altéré en faveur de I'excitation a cause de la
perte de l'input inibiteur et la voie TA subit donc une augmentation d'efficacité (Ang CW et

al. 2006), contribuant ainsi a une hyperexcitabilité du réseau local.

Les interneurones sont des régulateurs importants des circuits neuronaux (Aradi I et
Soltesz I 2002) qui influencent 'activité rythmique du réseau local par leur effet inhibiteur
localisé dans 1'espace (connexions ciblées) et dans le temps (patrons de décharges précis).
L'effet de l'activit¢ d'un neurone sur le réseau a ¢ét¢é montré directement par les
enregistrements simultanés de l'activité intracellulaire dans un O/A-IN et l'activité
extracellulaire dans la couche pyramidale du CA1 montrant que le maximum d'inhibition
est en phase avec le minimum d'activité du réseau , dans un modele d'activité épileptiforme
induite par une concentration élevée de potassium extracellulaire (McBain CJ 1995). Ainsi
la perte d'interneurones dans un contexte pathologique comme dans les couches O/A du
CAL1 empéche le controle de 1'excitabilité des couches profondes, et pourrait aussi affecter
la rythmicité du réseau, certains de ces interneurones (O-LM) étant importants a la
génération du rythme theta, impliqué dans le comportement moteur exploratoire, sans

toutefois affecter le rythme gamma du réseau (Wulff P et al. 2009).
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4.8 mGluR1 et mGluR5 comme potentielle cible thérapeutique

La plupart des anti-épileptiques actuellement utilisés agissent sur la régulation de
l'excitation en bloquant les canaux sodiques ou calciques voltage-dépendants (Rogawski
MA 2006; Stefani A et al. 1997; Curry WJ et Kulling DL 1998), ou de l'inhibition
GABAergique (agoniste du GABA, inhibiteur du catabolisme du GABA, inhibiteur de la
recapture du GABA, facilitateur de la libération du GABA, ou facilitateur de 1'activité du

récepteur GABAergique) (Ben-Menachem E 1995).

Etant donné le role important des mGluR1 et mGluRS dans 'activité épileptique in
vivo (Nagaraja RY et al. 2005; Renaud J et al. 2002; Lu YM et al. 1997) et l'activité
épileptiforme in vitro (Lee AC et al. 2002; nos données), il serait intéressant de considérer
des agents agissant sur ces récepteurs comme outil pharmacologique anti-épileptique
(Alexander GM et Godwin DW 2006). Des antagonistes spécifiques de ces récepteurs, tels
le LY367385 et le MPEP, pourraient étre utilisés. Un avantage de tels agents agissant sur
les mGluR1 et 5 serait que leur mécanisme d'action n'est pas impliqué dans les réponses
synaptiques rapides des récepteurs glutamatergiques ionotropes mais plutot lors de réponses
impliquant une plus grande libération de glutamate, comme lors de l'activité épileptique.
On pourrait envisager un effet anti-convulsivant de ces agents en bloquant 1) I'initiation et
le maintien des bouffées épileptiformes (Merlin LR 2002), et 2) l'activation des TRPC par
l'intermédiaire des mGluR1a (Topolnik L et al. 2006) et des courants des canaux

cationiques non-sélectifs activés par les récepteurs mGIluR1/5 (Anwyl R 1999).
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Par contre, étant donné la distribution ubiquitaire des récepteurs mGluR1 et 5
(Ferraguti F et Shigemoto R 2006), on peut anticiper des effets secondaires suite a une
administration systémique. Ainsi, des molécules antiépileptiques ciblant précisément les
mGIluR 1/5 devront exercer leur effet de maniere spécifique aux structures impliquées dans

1'épilepsie du lobe temporal.
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4.9 Perspectives d'avenir

4.9.1 Régulation de l'activation des mGluRS par les transporteurs

du glutamate

Aux synapses des interneurones de la couche oriens du CAl le niveau de glutamate
est controlé par des transporteurs du glutamate situés sur les astrocytes (Huang YH et al.
2004). Les mGluR1/5 sont activés au cours de l'activité épileptiforme dans ces
interneurones mais non dans les R/LM-INs. Nous avons émis I'hypothése que l'absence
d'activation des mGIuRS soit due a leur localisation extra-synaptique sur les R/LM-INs et a
une régulation astrocytaire plus efficace des concentrations de glutamate libéré a ces
synapses. Afin de vérifier cette hypothése il serait, dans un premier temps, utile de
déterminer si le bloc des transporteurs du glutamate par le dihydrokainate (antagoniste de
ces transporteurs astrocytaires) entraine une activation des mGluRS lors de l'activité
épileptiforme dans les R/LM-INs. Dans la négative, ceci indiquerait que les récepteurs
pourraient étre situés a une distance inaccessible au glutamate libéré dans la fente
synaptique. Dans l'affirmative, il y aurait donc une clairance efficace du glutamate aux
synapses des R/LM-INs par les transporteurs empéchant l'activation des mGluRS, méme

lors de l'activité épileptiforme.



113

4.9.2 Mécanismes calciques liés a l'activation des mGluR1/5

durant l'activité épileptiforme

Etant donné que nos résultats suggérent une implication possible du calcium
intracellulaire induit par l'activit¢ mGluR1/5 principalement par les canaux TRP et les
stocks intracellulaires dans la vulnérabilité sélective des interneurones (Topolnik L et al.
2006), il serait intéressant de mesurer les variations de Ca’" induites dans les conditions
épileptiformes dans les O/A-INs, c'est-a-dire lors de la PD obtenue en présence de QX-314
et de caractériser les mécanismes impliqués, notamment 1'implication des canaux TRP. Ces
expériences compareraient les niveaux de Ca’" intracellulaire induits lors de la PD en
présence et en absence des antagonistes mGluR1a, TRP et de la ryanodine soit avec le
LY367385, le SKF et la thapsigargine respectivement. Ceci mettrait en évidence 1'apport
des canaux TRP a la réponse calcique épileptiforme dans les interneurones (O-LM)
identifiés morphologiquement et reconnus comme étant vulnérables dans le modele KA. On
s'attend ainsi a voir une réponse calcique amoindrie en présence de 1’antagoniste mGluR 1o
a cause du lien fonctionnel de ce récepteur aux canaux TRP dans les interneurones de
l'oriens. De plus, il serait intéressant d'effectuer ces enregistrements au niveau des
dendrites, puisque qu'ils contiennent des micro-domaines calciques ou il y a modification a
long terme des canaux calciques dendritiques voltage-dépendants (L-type) via les mGIuRS5

(Topolnik L et al. 2009).
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4.9.3 Role spécifique des sous-types mGluR1/5 dans les

changements chroniques du modéle KA

Il serait intéressant d'évaluer l'implication spécifique de chacun des sous-types de
récepteur mGluR1 et 5 dans les divers changements qui surviennent a long terme dans la

région CA1 en utilisant les antagonistes sélectifs mGluR1a (LY) et mGluRS (MPEP).

Premiérement, dans le but de tester un role spécifique dans I'établissement de 1'état
de crise chronique et la conséquence sur les fonctions cognitives, il serait possible d'injecter
des rats au KA avec un traitement simultané au LY ou MPEP. Les deux groupes de rats
seront comparés a un troisieme groupe KA servant de contrdle. Apres 'apparition des crises
récurrentes durant la période dite chronique, soit environ deux semaines et plus, les rats
pourraient étre évalués du point de vue comportemental pour déterminer la fréquence des
crises et leur niveau de gravité selon I'échelle de Racine (Racine RJ 1972). Il serait aussi
intéressant d'évaluer les déficits de la mémoire spatiale dépendante de 1'hippocampe par le
test de labyrinthe aquatique de Morris. Puisqu'une implication des mGluRs du groupe I a
¢été montrée dans les déficits de fonctions cognitives (Renaud J et al. 2002), les résultats de
I'étude proposée permettraient de distinguer I'implication spécifique des sous-types
mGlIuR1 ou 5 dans I'épileptogenése menant a un déficit comportemental dans le modéle

KA.

Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant d'évaluer le rdle spécifique des

mGluR1/5 dans I'hyperexcitabilit¢ des neurones CAl en utilisant des enregistrements
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¢lectrophysiologiques extracellulaire de tranches issues des rats précédemment évalués
pour leurs crises des trois groupes (KA, KA+LY, KA+MPEP). D'une part, les tranches
issues des rats qui ont démontré des crises récurrentes (rats KA controles) devraient avoir
des potentiels de champs avec plusieurs pics de population (population spikes) suite a une
stimulation des collatérales de Schaffer, indiquant une hyperexcitabilité¢ de la région CAl.
Dans le cas des rats ayant subi un traitement avec un des antagonistes, la sévérité des crises
ainsi que 'hyperexcitabilité devraient étre moins prononcées, se reflétant en une diminution

de I'amplitude et du nombre des population spikes.

Finalement, il serait intéressant d'évaluer le role spécifique des mGluR1 et 5 dans la
vulnérabilité des interneurones a l'excitotoxicité. Puisque nos résultats indiquent qu'il y a
perte des interneurones situés dans la couche oriens qui sont immunopositifs pour la
somatostatine (SS) et la parvalbumine (PV), il serait possible d'évaluer cette perte cellulaire
par immuno-histochimie en utilisant un double-marquage GAD/SS™ ou GAD/PV" sur un

sous-groupe de tranches issues des groupes KA, KA+LY et KA+MPEP.
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4.10 Conclusion générale

Dans le modele KA de nombreux changements anatomiques et physiologiques ont
lieu dans le réseau GABAergique de 1'hippocampe. En particulier, certains interneurones
inhibiteurs du CA1 connaissent une vulnérabilité sélective. Or, par leur ciblage de régions
dendritiques précises des cellules pyramidales du CA1l, I'activité de ces interneurones a des

conséquences importantes sur l'activité du réseau de cette région de I'hippocampe.

Ainsi, l'objectif principal de cette theése était de mettre en évidence le rdle des
récepteurs du glutamate dans l'activité épileptiforme des interneurones de 1'hippocampe et
de vérifier si l'activation de ces récepteurs pouvait €tre liée a la vulnérabilité sélective de
certains interneurones dans le modele KA de 1'épilepsie du lobe temporal. Nos données
montrent d'une part une claire implication des mGIluR1 et 5 au cours de l'activité
épileptiforme des interneurones O/A. D'autre part nos données montrent que les effets liés a
l'activation des mGIuR1 et mGIluRS5 sont différents, notamment au niveau de leur cinétique,
suggérant que ces deux sous-types puissent avoir des roles distincts dans ces interneurones.
Nos données suggerent donc que les sous-types mGluR1 et 5 pourraient étre impliqués dans
la vulnérabilité sélective des interneurones par leur activation sélective lors de l'activité
épileptiforme dans ces neurones. Mais l'activation de ces récepteurs constitue-t-elle un
facteur qui est la cause de I'épileptogenése dans le modeéle KA ou qui en est la
conséquence? Nos données ne peuvent distinguer ces deux possibilités puisque d'une part,

l'activation des mGluR1/5 participe a l'activité épileptiforme, leur bloc diminuant
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significativement cette activité; et d'autre part, une stimulation de forte intensité, comme

l'activité épileptiforme, est nécessaire a leur activation synaptique.

Il a déja été dit que "seizures beget seizures" (Chen K et al. 1999; Ben-Ari Y et
Holmes GL 2006) ou la présence de crises engendre d'autres crises. 1l se pourrait donc que
l'activation des mGIluR1/5 constitue a la fois une cause et une conséquence de l'activité

épileptiforme.
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Abstract

The epileptiform activity in the kainic acid (KA) model of epilepsy arises from complex changes in excitation and inhibition.
To assess the involvement of excitatory drive onto inhibitory interneurons in this epileptiform activity, we examined changes
in spontaneous and minimally evoked excitatory post-synaptic currents (SEPSCs and eEPSCs) in CAl interneurons in stratum
oriens/alveus (O/A) and stratum radiatum (RAD) in rat hippocampal slices after KA treatment. The frequency and amplitude
of SEPSCs and the amplitude of eEPSCs were unchanged in O/A interneurons, but the EPSC kinetics were significantly slower.
These changes appear to be due to altered kinetics and voltage-dependent properties of the NMDA component of EPSCs in O/A
interneurons. In contrast, SEPSCs and eEPSCs in RAD interneurons did not change after KA treatment. The distinct changes
in excitatory synaptic activity in interneurons differentially involved in feedback (O/A) versus feedforward (RAD) inhibition
suggest a cell type-specific reorganization of excitatory synapses after KA treatment. These modifications in excitatory input to
interneurons could contribute to the maintenance of inhibition of CA1 pyramidal cells after KA treatment, or may also create
network conditions favourable to epileptiform activity.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Kainic acid; Epilepsy; Interneurons; Hippocampus; NMDA; EPSC

1. Introduction

Intraventricular injections of kainate (KA) in rats
produce a loss of cells in the hippocampal CA3/CA4
regions, cause a partial de-afferentation of CA1 cells,
result in epileptiform activity in the CA1 region, and
lead to the development of a chronic epileptic state
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(Nadler et al, 1980a;, Lancaster and Wheal, 1984,
Franck and Schwartzkroin, 1985; Ashwood and Wheal,
1986). This animal model of epilepsy shares important
neuropathological features with human temporal lobe
epilepsy (Ben-An, 1985), making 1t useful for inves-
tigating mechanisms of epileptogenesis that may be
relevant to the human disorder (Nadler,1981: Ben-Ari
etal, 1981; Ben-Ari, 1985).

In the KA-lesioned rat, multiple changes contribute
to the hyperexcitability of the CA1 region and these
involve both excitatory and inhibitory pathways. At
the level of excitatory cireuits, there 1s sprouting of
axon collaterals of CAl pyramidal cells into oriens
and radiatum layers (Perez et al. 1996, Esclapez
et al.. 1999). This local reorganization of excitatory
pathways 1s associated with an increased glutamater-
gic synaptic drive on pyramidal cells (Esclapez et
al., 1999). N-Methyl-p-aspartate (NMDA) receptor-
mediated component of excitatory post-synaptic poten-
tials (EPSPs) 1s also increased in CAl pyramidal
neurons (Turner and Wheal, 1991; Williams et al.,
1993}, which contributes to the generation ol epilep-
tiform burst discharges (Herron et al., 1985; Ashwood
and Wheal, 1986, 1987. Smith and Dudek, 2001).
In addition to these changes. KA-induced hyperex-
citability of CAl pyramidal cells 1s also associated
with alterations in synaptic inhibition. Polysynaptic
inhibitory post-synaptic potentials (IPSPs) mediated
by vy-aminobutyric acid (GABA) receptors are sig-
nificantly diminished in these cells after KA lesions
(Franck and Schwartzkroin, 1985, Ashwood et al.,
1986; Franck et al., 1988; Williams et al., 1993). This
disinhibition could be partly explained by the selec-
tive loss of certain subtypes of inhibitory interneurons
in CAl stratum oriens (Best et al., 1993, 1994; Morin
et al, 1998a; Smith and Dudek, 2001; Sanon et al.,
2005; but see Davenport et al,, 1990; Nakajima et
al., 1991). A reduction in evoked excitatory drive of
other interneurons in stratum lacunosum-moleculare
could also contribute to the disinhibition (Morin et al.,
1998b). Nonetheless, numerous aspects of GABAergic
inhibition remain unchanged after KA treatment, Many
interneurons are present and functional, the number of
GABA,4 receptor binding sites does not decrease, CAl
pyramidal neurons remain responsive to exogenously
applied GABA and direct simulation of interneurons
reveals unimpaired monosynaptic inhibition of pyra-
midal cells (IFranck et al., 1988, Williams et al., 1993;

Morin etal., 1998b). Thus, a large part of the inhibitory
circuitry of the CA1 area remains functionally intact in
the K A-lesioned hippocam pus, indicating that the alter-
ations leading to impaired inhibition of pyramidal cells
mvolve certain specific interneuron subtypes (Cossart
etal., 2001).

The inhibitory circuitry in CAl is composed of
various subtypes of GABAergic mterneurons, which
can be differentiated morphologically by location of
their soma and the pattern of their axonal and den-
dritic arborizations (Freund and Buzsaki, 1996). Given
the modifications in the excitatory and inhibitory path-
ways in the hyperexcitable hippocampus, the aim of the
present study was to determine if changes in the proper-
ties of the excitatory synaptic inputs onto interneurons
(excitatory post-synaptic currents; EPSCs) could con-
tribute to hyperexcitability in the CAl area in the KA
madel of epilepsy (Franck and Schwartzkroin, 1985,
Ashwood et al., 1986; Franck et al., 1988; Morin
et al, 1998b). Whole-cell recordings were used to
measure spontaneous and minimally evoked excitatory
synaptic currents (SEP3Cs and eEPSCs, respectively)
in CA1 hippocampal interneurons in hyperexcitable
slices from KA-treated rats as well as slices from
untreated animals. Synaptic activity was examined in
interneurons located in stratum oriens—alveus (O/A)
and stratum radiatum (RAD) since these interneuron
subtypes are differentially involved in feedback and
feedforward inhibition, respectively (Blasco-lbanez
and Freund, 1995; Buzsak, 1984; Lacaille et al., 1987,
Lacaille and Schwartzkroin, 1988). Our results uncover
cell type-specific changes in spontancous and evoked
synaptic activity in interneurons. Preliminary reports
of this work have appeared in abstract form (Perez and
Lacaille, 1997, 1998, 1999).

2, Methods
2.1. Kainate lesions

Allanimal experiments inthe present study received
the approval of the Animal Care and Use Commit-
tee at Université de Montréal. Procedures for KA
lesions were as previously described (Perez et al.,
1996). Adult male Sprague—Dawley rats (140-175g,
~4-9-week-old, Charles River) were deeply anaes-
thetized with a ketamine-xylazine mixture (165 mg/ke,
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10mg/kg im.) and given atropine (0.27mg/kg ip.).
Rats were positioned in a stereotaxic apparatus and
0.55-060pg KA in 1pl 0.9% saline (pH 7.3-7.4)
was injected into the right lateral ventricle using a
10 pl Hamilton syringe. Injection site coordinates were
0.6 mm posterior to bregma, 2 mm lateral to the midline
and 3.5mm ventral to the dura (Paxinos and Watson,
1986). Injections were made over 30min, with 0.2 pl
of KA solution injected every 5 min. The syringe was
left in place for 10min following the last injection
before removal. Of the 65 animals injected, 59 animals
developed overt signs of seizure activity under anes-
thesia (continuous vibration of whiskers and periodic
Jaw movements). Wounds were treated with a topi-
cal antibiotic and sutured. Amimals were returned to
their cages and were given food and water ad libitum
for 2—4 weeks before electrophysiological recordings.
Ammals were not monitored for spontaneous se1zures
but KA lesions of CA3-CA4 pyramidal cells were his-
tologically verified with Nissl staining in three rats as
previously described (Morin et al., 1998b). In all other
animals, electrophysiological criteria were used as evi-
dence of KA lesions (see Section 2.3; Franck et al.,
1988; Williams et al., 1993; Morin et al., 1998b).

2.2, Hippocampal slices

Hippocampal slices were obtained as described pre-
viously (Morin et al., 1998b) from rats lesioned with
KA 2-4 weeks previously (n=59) and sham-treated
or age-matched (6-11-week-old) unoperated control
rats (n =45). Animals were deeply anaesthetized with
halothane and decapitated. The brain was quickly
removed [rom the skull and placed 1n cold (4°C) arti-
ficial cerebrospinal flud (ACSE) containing (in mM)
124 NaCl, 5 KCI, 1.25 Nat,POq, 2 MgS0y, 2 CaCl,,
26 NaHCO3 and 10 dextrose. A block of tissue con-
taining the hippocampus was glued with cyanoacry-
late to the tissue holder of a vibrating microtome
(Vibroslice, Campden Instruments). Transverse slices
(300 pm thick) were cut from the middle third of the
hippocampus of the right hemisphere and transferred
to a container filled with oxygenated ACSF at room
temperature. After a recovery period of 1h, a slice
was positioned and maintained submerged in a record-
ing chamber. Slices were continuously perfused with
oxygenated ACSF (2-4ml/min) at room temperature
(22-24°C). The recording chamber was mounted on

an upright microscope (Axioskop FS, Zeiss) equipped
with a long-range water immersion objective (403,
Nomarski optics and an infrared video camera (Model
6500, Cohu). Under these conditions, various subtypes
of interneurons located in different hippocampal layers
were easily distinguishable upon visual inspection.

2.3. Field potential and whole-cell recordings

Since only a subset of slices of KA-lesioned hip-
pocampi display hyperexcitability (Nakajima et al.,
1991), slices from KA-treated animals were screened
using evoked field potentials prior to whole-cell record-
ing (Wilhams et al, 1993; Monn et al., 1998b). A
fine monopolar or concentric bipolar tungsten micro-
electrode was used to stimulate CAl afferent fibers in
stratum radiatum with constant current pulses (50 s,
0.1-0.3Hz, 0-1000 p.A 1n 100 p.A increments; Pulse-
master A300, World Precision Instruments) delivered
via a stimulus isolation unit (A360, World Preci-
sion Instruments). Field potentials were recorded with
borosilicate patch electrodes (5-7 MS2; A-M Systems)
filled with 2 M NaCl and placed in stratum pyramidale.
Using a microsurgery knife, CAl and CA3 regions
were isolated in all slices by a cut to avoid the propa-
gation of any possible epileptiform activity arising in
CA3 (see Morin et al.,, 1998b). In slices of untreated
rats, stimulation of stratum radiatum elicited a single
population spike. Slices {rom KA-treated rats that dis-
played two or more population spikes were considered
hyperexcitable (Ashwood and Wheal, 1986; Franck et
al., 1988; Nakajima et al., 1991; Williams etal., 1993;
Morin et al., 1998b) and were selected for whole-cell
recordings. Shices from KA-treated rats that did not
fulfill this criterion were excluded from the study.

Whole-cell voltage-clamp recordings were made
from interneurons located in stratum oriens-alveus
(O/A) and stratum radiatum (RAD). Patch electrodes
(3-8 M&2) were filled with (in mM): 120 Cs—methane
sulphonate, 20 lidocaine N-ethyl-bromide (QX-314),
0.06 spermine, 5 NaCl, 1 MgCl,, 10 HEPES, 2
ATP-Tuis, 0.4 GTP-Tris, pH adjusted to 7.2 with
CsOH. The Cs-methane sulphonate and QX-314
present in the intracellular solution improved the space
clamp by blocking K* and Na® currents. Biocytin
(0.1%) was also added to the recording solution to
intracellularly label the cell and allow later morpholog-
ical characterization. Spermine was not included in the
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intracellular solution when NMDA receptor-mediated
currents were recorded, and 2mM QX-314 was used in
experiments with minimal stimulation-evoked EPSCs.

Tight-seals (>1GS2) were formed on somata of
selected interneurons and whole-cell recordings were
obtained by rupturing the cell membrane with neg-
ative pressure. Voltage-clamp recordings were made
using an Axopatch 1D or Multiclamp 700 A amplifier
{Axon Instruments) and series resistance was not com-
pensated. Data were low-pass filtered at 1 KHz (Model
900, Frequency Devices), displayed on an oscilloscope
(Model 1604, Gould), and digitized at 22 KHz for
storage on a video cassette recorder (Neuro-Corder
DR-886, Neuro Data Instruments). Responses were
also digitized at 20 kHz using a microcomputer and a
data acquisition board (TL-1-125, Axon Instruments),
and analyzed off-line using the software packages
pClampé6, 8 and 9 (Axon Instruments) and N-Protected
Mode (written by Dr. S.F. Traynelis. Emory Univer-
sity). Recordings were accepted 1f series resistance
and capacitance could be properly compensated and
if the holding current was stable. Resting membrane
potential and input resistance were measured from each
cell shortly after breaking in. Mean series resistance
(+S.E.M.)was 14.34 + 0.43 M£2 (n = 80). One cell was
recorded per slice.

2.4. Measurements gf spontaneous EPSCs

Individual spontaneous EPSCs (SEPSCs) were iden-
tified visually over a 1.5min period of recording.
Events that could be clearly distinguished from noise,
and that were not overlapping, were used to generate an
average EPSC. To calculate the frequency of events, the
onset time was noted for all events, including overlap-
ping ones. The 10-90% rise time, amplitude and single
exponential decay tau were measured on the average
EPSCs for each cell. The rise time was calculated from
regression over the points that fall within 10-90% of
the peak amplitude and the fit of the regression line was
inspected visually. Decay tau was estimated by fitting
the decay phase using a single exponential algebraic
function that iterated until convergence was reached,
the resulting curves were inspected visually (Traynelis
etal., 1993). The rectification ratio of NMDA receptor-
mediated sEPSCs was calculated as the ratio of the
1solated sEPSC amplitude at —30mV over isolated
sEPSC amplitude at +30 mV. The methods for acqui-

sition and analysis of SEPSCs were identical in cells
from control and KA-treated animals, and the crite-
ria for selecting spontaneous events (visual inspection
of non-overlapping events clearly distinguishable from
background noise) were also the same for both groups
of cells. Noise level was more pronounced at depolar-
ized holding potentials (+50m V), but this was similar
in control and KA-treated animals (not shown).

2.5, Measurement of EPSCs evoked by minimal
stimulation

Synaptic responses were evoked in interneurons
using constant current pulses (50 pus) delivered through
a bipolar #-glass electrode filled with ACSF and posi-
tioned 100 pum lateral from recorded cell somata. Puta-
tive single-fiber EPSCs were evoked at 0.2 Hz using
a minimal stimulation paradigm (Stevens and Wang,
1994; Raastad, 1995), as previously described (Perez et
al., 2001). To reduce levels of spontaneous activity and
polysynaptic activation in these experiments, we used
ACSF containing elevated (4mM each) Mg2*/Ca®*.
Analysis was performed on an average of at least 15
successfully evoked currents.

2.6. Pharmacology

Bicuculline (10 pM) was present throughout the
experiments to block GABAj, receptors and iso-
late EPSCs. Selective glutamate receptor antag-
onists were used to isolate different compo-
nents of EPSCs: the amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid (AMPA)/KA receptor antag-
onist 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX;
20 M) was used to isolate NMDA receptor-mediated
currents. The NMDA receptor antagonist (4 )-2-amino-
5-phosphonovalerate (AP35, 100 pM) was used to iso-
late non-NMDA receptor-mediated currents. Stock
solutions of glutamate antagonists, prepared and stored
frozen in 1 ml aliquots, were diluted each day to their
final concentrations in the perfusion ACSFE. All drugs
were purchased from Sigma.

2.7. Statistical analysis
Differences between cells in control slices and in

hyperexcitable slices from KA-treated animals were
analyzed using two-way repeated measures analy-
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ses of variance (RMANOVAs) followed by post hoc
Student-Newman—Keuls tests (SNK). For simple com-
parisons between two groups (e.g. Fig. 4B), Student’s 1-
tests were used. Significance levels were setat P <0.05.
All data are expressed as mean + standard error of the
mean (3.E.M.) and asterisks indicate significant differ-
Cnoces.

2.8. Histology

At the end of experiments, hippocampal slices
were removed from the recording chamber and
placed overnight i fixative solution consisting of
4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB,
pH 7.4). Slices were rinsed in PB and kept at 4°C.
To improve visualization of biocytin filled axons,
slices were embedded in 1% agarose and serially
cut into 60 pm thick sections using a vibratome
(Vibratome Series 1000, Technical Products Interna-
tional). Endogenous peroxidase activity was eliminated
by exposing sections to 0.3% Ha O3 for 20min followed
by rinsing in 0.1 M phosphate buffered saline (PBS;
0.9% NaCl; 4 x Smin). Sections were then exposed to
2.5% dimethylsulfoxide (DMSO) and 0.1% Triton-X-
100 in PBS (4 x 5min), and were incubated for 24h
in avidin-biotin complex (ABC kit) diluted 1:200 in
the previous solution. Slices were then rinsed in Tris
buffer (0.05M, pIl 7.6) and the reaction product was
visualized by adding 0.001% H20O> to a solution con-
taining 0.05% 3',3-diaminobenzidine (DAR), 0.02%
nickel sulfate, and 0.1 M imidazole in Tris buffer. After
thoroughly rinsing the sections in Tris-buffered saline,
they were air-dnied, cleared i xylene and mounted in
D.PX. for hght microscopy.

3. Results

3.1, Whole-cell recordings and membrane
properties of interneurons

Cells were visually identified with infrared video
microscopy in slices of control animals and in hyper-
excitable slices of KA-treated rats (two to five extra-
cellular population spikes). Interneurons were selected
based on the location and morphology of their somata
and primary dendrites. Whole-cell recordings were
made from intermeurons in O/A (=26 in control

and 25 in KA groups) and RAD (n=25 in control
and 24 in KA groups). The basic membrane prop-
erties of O/A and RAD interneurons were not dif-
ferent in slices of control and KA-treated rats, nor
were they different in O/A and RAD interneurons
within the control and KA groups. Since the patch
pipette solution contained Cs*™ and QX-314 to intra-
cellularly block K* and Na* conductances, values
for resting membrane potential and input resistance
were affected accordingly. The mean resting membrane
potential and input resistance of O/A interneurons were
—41.04+2.6mV and 418.6+ 65.0MS2 in the control
group and —35.8+1.9mV and 428.3 £ 62.0 M2 1n
the KA group. The mean resting membrane poten-
tial and input resistance of RAD interneurons were
—355£1.6mV and 475.2£37.1 M2 in the control
groupand —36.7 £ 2.0mVand 444.6 £ 454 MS2inthe
KA group.

3.2. Spontaneous EPSCs in O/A inferneurons

To examine whether spontaneous excitatory drive
was altered in interneurons of hyperexcitable slices
of KA-treated rats, sEPSCs were recorded in voltage-
clamp mode with O/A cells held at —70mV, in ACSF
containing bicuculline. In cells from control slices,
sEPSCs were inward with a fast rise time and decay
(Fig. 1A). In hyperexcitable slices, the mean frequency
and amplitude of sEPSCs were not significantly dif-
ferent from those in control slices (Fig. 1C; n=16 in
control versus 12 in KA), but their kinetics were signifi-
cantly slower (Fig. 1B and C). Spontaneous EPSCs had
an increased mean rise time (225% of control) and a
longer decay tau (220% of control) after KA treatment.

3.3. Spontaneous EPSCs in RAD interneurons

To examine if the changes seenafter KA treatment in
the spontaneous excitatory drive of interneurons were
specific to certain cell-types. sEPSCs were similarly
examined in RAD interneurons. In RAD cells held
at —70mV, the currents were inward with a fast rise
time and decay (Fig. 2A). Spontaneous EPSCs in RAD
interneurons were not different in hyperexcitable slices
of KA-treated rats (n=12) and control slices (n=12;
Fig. 2B). No significant differences were detected in
the mean frequency, amplitude or kinetics (rise time
and decay tau) of sEPSCs (Fig. 2C).
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A Spontaneous EPSCs in O/A interneurons

A Spontaneous EPSCs in RAD interneurons
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Fig. 1. Changes in the kinetics of spontaneous EPSCs (sEPSCs)
of oriens‘alvens (O/A) intemeurons in hyperexcitable slices after
kainic acid (KA) treatment. (A) sEPSCs recorded at —70mV in O/A
intemenrons of control (left) and K A-treated (right) rats are displayed
over a period of 7.5 5. (B} Comresponding examples of average sEP-
SCs recorded from OV A interneurons in a control and K A-treated rat,
showing the slower kineticsafter KA treatment. All non-overlapping
events distinguishable from noise (e.g. those indicated by asterisks
in ‘A’) recorded during a 1.5 min period were used for calculation
of the average sEPSCs. (C) Summary bar graphs of mean values of
sEPSC kinetics and frequency for all cells in control (black bars)
and KA-treated rats (gray bars). The rise time and decay tau were
significantly larger after KA treatment indicating that spontaneous
currents were slower.
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Fig. 2. Properties of sEPSCs in radiatum (RAD) int Ons are

unchanged after KA treatment. (A) sEPSCs recorded at —70mV in
RAD interneurons of control and K A-treated rats are displayed over
a period of 7.55. (B) Comesponding examples of average sEPSCs
recorded from RAD interneurens showing comparable properties in
control (lefl} and KA-treated (right} rats. (C) Summary bar graphs
of mean values of sEPSC kinetics and frequency for all cells. No
significant changes were observed after KA treatment.

J4. Altered NMDA sEPSCs in hyperexcitable
slices

Because the decay kinetics of SEPSCs were signif-
icantly slower in O/A interneurons of hyperexcitable
slices, the non-NMDA and NMDA receptor-mediated
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Fig. 3. Intactnon-NMDA and altered NMDA sEPSCs in hyperexcitable slices, (A, and By ) Examples of averagenon-NMDA sEPSCsal =70mV
(A1) and average NMDA sEPSCs at +50mV (B;) recorded in O/A interneurons from a control (top trace) and a K A-treated rat (middle trace).
The average control and KA traces are scaled to the same amplitude and overlapped (bottom trace) illustrating a change in decay of NMDA
sEPSCs (B) but no change in the non-NMDA sEPSCs (A;). (A and B) Summary bar graphs of mean values of sEPSC kinetics and frequency
for all cells in control (black bars) and KA-treated rats (gray bars). Only the decay tau of NMDA sEPSCs recorded in the presence of CNQX

were significantly larger after KA treatment.

components of synaptic currents were examined indi-
vidually in these cells. Non-NMDA receptor-mediated
sEPSCs, isolated in 100 M AP35 and measured at
—70mV, were not altered by KA treatment (Fig. 3A);
n="T in control and 10 in KA groups); the mean fre-
quency, amplitude, rise time and decay tau were not
significantly different in control and hyperexcitable
shices (Fig. 3A3).

NMDA receptor-mediated sEPSCs were 1solated
in the presence of 20puM CNQX and measured at
+50mV. The decay phase of these currents was signif-

icantly slower in interneurons of hyperexcitable slices
{Fig. 3B1). After KA treatment, the mean decay tau
of NMDA receptor-mediated sEPSCs was increased
(120% of control) while all other parameters were not
significantly changed (#=35 in control and 7 in KA
groups) (Fig. 3B,).

To further mvestigate the properties of spon-
taneous NMDA receptor-mediated currents, the
current-voltage (//V) relationship was assessed from
average sEPSCs. In slices from both control and KA-
treated animals, the I/'V curve consisted of a linear

125



126

248 Y. Perez et al. / Epilepsy Research 68 (2006) 241-254

A Control Kainate

3pA 3pA

100ms

Rectification ration
(EOSC_3(/EPSC, 3)
o
S

00 Ctrl KA

Fig. 4. Modification in the voltage dependency of NMDA sEPSCs in
hyperexcitable slices. (A) Examples of superimposed NMDA aver-
age sEPSCs at +30mV (outward) and —30mV (inward) in O/A
interneurons of control and KA-treated rats. Outward currents at
+30 mV were scaled to the same amplitude to show that currents at
~30mV are proportionately larger in amplitude afier KA treatment,
(B) Summary histogram of the rectification ratio of NMDA sEPSC
(—30mV/+30mV). After KA treatment, the rectification ratio was
significantly larger than in control interneurons (black bar) suggest-
ing a decrease in the rectification due to the Mg?* block of NMDA
currents.

component at positive potentials and a non-linear com-
ponent at negative potentials as expected with rec-
tification due to a voltage dependent Mg?* block
(not shown). To examine the rectification properties
of NMDA receptor-mediated SEPSCs after KA treat-
ment, the mean rectification ratio (SEPSC amplitude at
—30mV/sEPSC amplitude at +30 mV) was calculated
foreach group (Fig. 4A). The rectification ratio was sig-
nificantly larger in hyperexcitable slices of KA-treated
rats (143% of control, Student’s r-test), suggesting a
maodification in the voltage-dependent properties of
NMDA-mediated current after KA treatment (Fig. 4B),
in addition to the change in decay kinetics observed at
+50mV (Fig. 3).

3.5. EPSCs evoked by minimal stimulation

In order to find out whether synaptically evoked
EPSCs (eEPSCs) were also differentially affected in
O/A and RAD interneurons of hyperexcitable slices,
we recorded minimally evoked responses in cells from
control and KA-treated rats. At —70mV, eEPSCs in

O/A interneurons had comparable amplitude in con-
trol and kainate groups (n=8 and 7 cells, respec-
tively). However, rise and decay times were signifi-
cantly slower in kainate-treated animals (Fig. SA). In
contrast, the amplitude and kinetics of eEPSCs in RAD
interneurons were not significantly different in kainate
and control groups (Fig. 5B: n= 6 cells in each group).
Thus, similar cell type-specific changes in kinetics are
found for EPSCs evoked by minimal stimulation and
spontaneous EPSCs after KA treatment.

3.6. Morphology of biocytin-filled interneurons

All cells selected for whole-cell recordings were
filled with biocytin to examine their morphology and
they were all confirmed as interneurons in O/A or RAD.
Although a detailed anatomical analysis was not per-
formed, cells were morphologically heterogeneous and
no obvious or consistent difference was seen in the
overall axonal or dendritic arborization pattern between
control and KA-treated rats (Fig. 6). Indeed, this may
not be surprising since the visual criteria used to select
cells for recordings were similar in control and KA-
treated rats.

4. Discussion

The major finding of the present study is a cell type-
specific change in excitatory synaptic activity after KA
treatment. The frequency of sEPSCs, as well as the
amplitude of SEPSCs and eEPSCs were unaffected
after KA treatment, but the kinetics were slower in
O/A inhibitory interneurons. In contrast, properties of
spontaneous and evoked EPSCs were unaltered in RAD
interneurons. The changes in kinetics in O/A cells were
associated with modified rectification of the NMDA
receptor-mediated component of the EPSCs. These
results suggest a functional reorganization of excita-
tory input onto interneurons which differentially affects
specific interneuron cell types.

4.1. Excitatory drive is not reduced in O/A and
RAD interneurons

We found that the hippocampal CA 1 hyperexcitabil-
ity, observed 2-4 weeks after KA treatment, was
not associated with a decrease in spontaneous excita-
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Fig. 5. Alterations in EPSCs evoked by minimal stimulation (¢EPSCs) in O/A but not RAD intemeurons of hyperexcitable slices. (A; and

B1) Examples of average ¢eEPSCs recorded at

T0mV in O/A (A1) and RAD (B1) intemeurons of control and K A-treated rats, (Az and Ba)

Summary histograms of mean values of eEPSC amplitude and kinetics. Evoked EPSCs of O/A interneurons demonstrated significant changes
inrise and decay times {Az), whereas no significant changes were observed in RAD intemeurons (B2) after KA treatment.

tory synaptic activity in O/A and RAD interneurons.
The frequency and amplitude of sEPSCs remained
unchanged in both types of interneurons, demonstrat-
ing that, in hyperexcitable slices, normal levels of spon-
taneous excitatory activity were maintained in these
cells. These results are consistent with the lack of
change 1n the amplitude of minimally evoked EPSCs
observed here and the unchanged evoked compound
EPSCs previously reported by Morin et al. (1998b) in

/A interneurons. Our results with RAD interneurons,
however, are not consistent with the reported decrease

in amplitude and conductance of compound EPSCs in
RAD interneurons (Morin et al., 1998b). These dif-
ferences in results might be explained by the different
stimulation paradigm (minimal versus multi-fiber stim-
ulation) in the two studies. The unaltered frequency
of spontaneous EPSCs 1n ornens interneurons in the
present study 1s consistent with the previous report
at longer intervals (1-24 months) post-KA and pilo-
carpine treatment (Cossart et al., 2001). It appears at
odds, however, with the increased frequency of spon-
taneous excitatory activity reported in RAD interneu-

127



128

250 Y. Perez et al. / Epilepsy Research 68 (2006) 241-254

CONTROL

B,

Fig. 6. Morphological identification of interneurons. (A; and B;) Examples of biocytin-filled interneuron subtypes with somata located in
stratum radiatum. (A, and B,) Examples of interneurons with somata located in stratum oriens/alveus. Cells in ‘A’ are from control animals and

in ‘B’ from KA-treated rats.

rons at longer intervals (1-24 months) post-KA or
pilocarpine treatment (Cossart et al., 2001). In that
study, the frequency of spontaneous EPSCs was much
lower in RAD interneurons of control animals than
reported here (approximately 1 Hz versus 10-15 Hz in
the present study). suggesting that different subtypes
of RAD interneurons may have been examined in the
two studies. The difference in results may also be due to
the different time point of analysis or model-dependent
changes.

Our observations suggest that KA-resistant
interneurons in O/A and RAD are not functionally
disconnected from excitatory inputs. It thus seems that
the disinhibition of CA1 pyramidal cells contributing
to the initial stages of epileptogenesis (2—4 weeks
post-KA treatment; Williams et al., 1993) may not be
due to a reduction of the spontancous excitatory drive
on interneurons (Sloviter, 1987, 1991; Bekenstein

and Lothman, 1993). In this context, our results are
consistent with other evidence that interneurons in
area CA1 are not disconnected from their excitatory
afferents in the KA (Bernard et al., 1998) and con-
tinuous stimulation (Rempe et al., 1997) models of
temporal lobe epilepsy. One could even have expected
an increased glutamatergic drive on O/A interneurons,
given the sprouting of CAl pyramidal cell axons
after KA treatment (Perez et al., 1996). Although
CA1 pyramidal cells typically provide strong input
to oriens interneurons, the newly formed collaterals
might be involved in recurrent excitation of other
pyramidal cells (Shao and Dudek, 2004) more than
of interneurons. This would be consistent with the
expected extensive de-afferentation of CA 1 pyramidal
cells, but not O/A interneurons (Blasco-Ibanez and
Freund, 1995), due to CA3 pyramidal cell loss after
KA treatment. It is interesting to note that a loss
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of specific O/A interneuron subtypes projecting
to pyramidal cell dendrites, coupled with an intact
spontaneous excitatory drive in other O/A interneurons
that are KA-resistant and also project to pyramidal
cell dendrites, would be coherent with the decrease
in spontaneous dendritic inhibitory activity observed
in pyramidal cells at 1-24 months post-treatment
(Cossart et al., 2001).

4.2. NMDA receptor-mediated currents are
increased in O/A interneurons

The changes 1n synaptic activity found specifically
in O/A interneurons suggest an increased excitatory
drive in these cells. O/A interneurons of KA-treated
rats showed prolonged rise and decay times of sponta-
neous and evoked EPSCs. Similar changes have been
reported in the hyperexcitable dentate gyrus after sta-
tus epilepticus, where the rise and decay times of hilar
border interneurons sEPSCs were prolonged without
any alteration of amplitude or frequency (Doherty and
Dingledine, 2001).

Pharmacological 1solation of non-NMDA and
NMDA receptor-mediated responses indicated that
these modifications were associated with changes
the NMDA receptor-dependent component of EPSCs.
First, isolated NMDA receptor-mediated sEPSCs were
found to have a prolonged decay time. Second, the
rectification of NMDA receptor-mediated sEPSCs was
decreased at —30mV suggesting an alteration in
the voltage-dependent properties of NMDA receptor-
mediated EPSCs. Overall, these results demonstrate an
enhancement of the NMDA receptor-mediated EPSCs
in O/A interneurons. Given the slow decay kinetics of
NMDA receptor-mediated responses (Collingridge et
al., 1988; Nicoll etal., 1992), this may lead to a change
in temporal integration of post-synaptic potentials after
KA treatment. It would be interesting in future studies
to examine in more details the altered properties of
the isolated NMDA component. Possible mechanisms
could include changes in subunit expression (Monyer
etal., 1994; Tang etal., 1999; Misra et al., 2000) and/or
altered glutamate transporter function (Simantov etal.,
1999 Overstreet et al., 1999, but also see Sarantis et
al., 1993).

It is unclear how the change in rectification and
decay kinetics of NMDA responses might relate to a
slower rise time of EPSCs, suggesting that perhaps

other changes occur at these synapses. Rise time should
be determined by the fast component of the current (i.e.
non-NMDA) but, paradoxically, we showed that this
component does not change. It could be argued that
slower rise time (and decay time) is due to filtering of
more distally located synapses in KA-treated animals
(Bird et al., 20035). However, this would be expected
to affect the kinetics of both AMPA/kainate and
NMDA components alike, and we found that 1solated
non-NMDA currents did not change. Alternatively,
there could be, in KA animals, pure slow events (i.e.
NMDA). This is also unlikely since the addition of pure
NMDA receptor-mediated events, without a change in
non-NMDA receptor-mediated events (Fig. 3), should
result in changes in either sEPSC amplitude or fre-
quency; but we observed no such change. Hence,
the nature of the changes responsible for the slower
rise time of EPSCs after KA treatment remains to be
clarified.

The modification of the NMDA component of
EPSCs observed in O/A interneurons parallels some of
the changes seen1in CAl pyramidal cells after KA treat-
ment. Namely, the Mg blockade of NMDA receptor
channels is reduced (Chen etal., 1999) and the NMDA
receptor-mediated component of EPSPs is increased
in CAl pyramidal cells of KA-treated rats, result-
ing in burst discharges (Ashwood and Wheal, 1986,
1987; Herron et al., 1985; Turner and Wheal, 1991;
Williams et al., 1993; Smith and Dudek, 2001). Recur-
rent excitation seems to be involved in this bursting
activity since antidromic stimulation of CA1 pyrami-
dal cell axons evokes epileptiform burst responses,
which disappear when synaptic transmission is blocked
{(Franck etal., 1988). Because synaptic responses from
recurrent collaterals are NMDA receptor-mediated
{Thomson and Radpour, 1991), the sprouting of recur-
rent collaterals of CA1 pyramidal cells after KA treat-
ment (Perez et al.,, 1996; Esclapez et al., 1999) may
result in a synaptic reorganization on both pyrami-
dal cells and O/A interneurons, and may lead to an
increase in their NMDA receptor-mediated synaptic
excitation,

4.3. Functional implications of
mterneuron-selective changes

Owerall, our results show cell type-specific changes
in the excitatory activity of inhibitory interneurons
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2-4 weeks after intraventnicular KA mjections. These
changes alfect O/A and RAD interneurons difler-
ently and do not appear to contribute to the disin-
hibition of CAl pyramidal cells. Although we have
not examined if such changes are absent in non-
hyperexcitable slices of K A-treated animals, this would
need to be addressed in future studies to unequivo-
cally associate the observed changes with slice hyper-
excitability. Nervertheless, the hyperexcitability may
thus arnise from complex changes within the CAl
inhibitory circuit. The loss of CA3 pyramidal cells
after KA treatment results in partial de-afferentation
of CAl pyramidal neurons, whereas the loss of spe-
cific interneurons in O/A likely contribute to a decrease
in feedback inhibition of pyramidal cells (Best et al.,
1993, 1994; Morin et al., 1998a;, Smith and Dudek,
2001, Cossart et al.. 2001). However, the sprouting of
axonal collaterals of CAl pyramidal cells after KA
treatment (Perez et al., 1996; Esclapez et al.,, 1999)
may be associated with an increased NMDA com-
ponent of EPSCs mn O/A interneurons. Thus, synap-
tic reorganization ol inputs onto KA-resistant O/A
interneurons may compensate for the loss of other
interneurons. However, it is likely that these changes
do not restore feedback mhibition to normal levels
{Cossart et al., 2001), In RAD interneurons, the main-
tenance of spontaneous excitatory drive might also
be a result of compensatory mechanisms, for exam-
ple an increased input from a different afferent path-
way (e.g. temporo-ammonic pathway) (Cossart et al.,
2001), since these cells likely lose part of their nor-
mal CA3 afferent projections (Buzsaki, 1984) after KA
treatment.

The development of epileptiform activity after KA
treatment progresses over time (Nadler et al., 1980b;
Franck and Schwartzkroin, 1985; Franck et al., 1988;
Smith and Dudek, 2001). The changes observed in
the present study could possibly proceed further and
also result in an increased frequency of spontancous
excitatory activity at later time points after KA treat-
ment (Cossart et al, 2001). Although the observed
changes in excitatory activity after KA appear con-
sistent with unimpaired inhibition, the possibility
remains that enhanced excitatory activity in interneu-
rons involved n feedback inhibition may result in
the hypersynchronization of CA1 pyramidal cells, and
thus contribute to epileptiform discharges (Wong et al.,
1986).
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