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SOMMAIRE

L’activité neuronale dans le systéme nerveux central est finement contrdlée par la
transmission inhibitrice GABAergique. En conséquence, des changements au niveau de
cette transmission inhibitrice peuvent avoir des répercussions importantes sur
I’excitabilité et la fonction des réseaux neuronaux. Les travaux de recherche présentés
dans cette thése visaient a étudier les mécanismes de régulation de la transmission aux
synapses GABAergiques des cellules pyramidales et des interneurones de la région CAl
de I’hippocampe. Ces travaux ont d’abord démontré qu’une stimulation modérée a la
fréquence du rythme théta produisait une potentialisation a long terme (PLT) des
réponses postsynaptiques inhibitrices des cellules pyramidales, alors qu’une stimulation
intense a haute fréquence (100 Hz) produisait une dépression transitoire. L’étude des
voies de signalisation responsables de cette PLT activité-dépendante a révélé que
’activation postsynaptique des protéines G, des récepteurs métabotropes du GABA et
du glutamate (mGluRs), de méme qu’une élévation postsynaptique de Ca®", étaient
nécessaires pour induire cette plasticité. Toutefois, aucune PLT n’a été observée
lorsqu’une seule fibre inhibitrice était stimulée en bouffées théta, suggérant que
’activation simultanée de plusieurs fibres présynaptiques est nécessaire pour produire
cette plasticité a long terme.

La comparaison des propriétés fonctionnelles des synapses GABAergiques des
cellules pyramidales et des interneurones de la couche radiatum a révélé des différences
entre ces deux populations de cellules, notamment au niveau de la cinétique des courants
inhibiteurs, des propriétés de relache du GABA et de la plasticité synaptique. A cet
égard, nos résultats démontrent que les mécanismes qui sous-tendent la PLT aux
synapses GABA des interneurones suite a la stimulation en bouffées théta divergent de
ceux observés chez les cellules pyramidales puisque la PLT n’est pas affectée par les
antagonistes des récepteurs GABAp et mGluRs. De plus, deux formes de dépression a
court terme exprimées par les cellules pyramidales (suite a une stimulation a haute
fréquence ou suite & une dépolarisation postsynaptique) étaient absentes dans les
interneurones, suggérant que [’activité neuronale influence différemment la transmission

synaptique inhibitrice sur les cellules pyramidales et les interneurones.
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Finalement, une étude pharmacologique visant & identifier les sous-types de
récepteurs GABA, présents aux synapses inhibitrices des interneurones de la couche
oriens/alveus a dévoilé que les courants postsynaptiques inhibiteurs miniatures étaient
modulés a la hausse par le flunitrazepam, le zolpidem et I’allopregnanolone, mais a la
baisse par le zinc et la furosemide, suggérant que les récepteurs GABA sont
hétérogenes aux synapses GABA des interneurones de la couche oriens-alveus .

Globalement, les travaux présentés dans cette thése démontrent que la
transmission GABAergique est régulée par de multiples mécanismes. Cette modulation
de la transmission inhibitrice permettrait de contrdler I’excitabilité neuronale et pourrait

contribuer aux diverses fonctions de I’hippocampe.

Mots clés: hippocampe, plasticité synaptique, récepteurs GABA, transmission
inhibitrice, synapses GABAergiques, courants postsynaptiques inhibiteurs,

réseaux neuronaux, activité rythmique
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SUMMARY

Neuronal activity in the central nervous system is tightly controlled by inhibitory
GABAergic transmission. Accordingly, alterations in inhibitory transmission may exert
major influences on the excitability and function of neuronal networks. The aim of the
present thesis was to investigate the mechanisms regulating inhibitory transmission at
GABA synapses impinging on hippocampal CAl pyramidal cells and interneurons.
This work first demonstrated that a moderate stimulation at theta frequency induced a
long-term potentiation (LTP) of inhibitory postsynaptic responses in pyramidal cells,
whereas a high frequency stimulation (100 Hz) resulted in a transient depression.
Characterization of the signaling pathways mediating this activity-dependent LTP
revealed that postsynaptic activation of G proteins, GABAp receptors and metabotropic
glutamate receptors (mGluRs), as well as a rise in postsynaptic Ca**, were required for
this plasticity. However, no LTP was observed when a single inhibitory fiber received
the theta burst stimulation, suggesting that the simultaneous activation of several
presynaptic fibers is necessary for this long-term plasticity.

Comparison of the functional properties of GABA synapses impinging onto
pyramidal cells and stratum radiatum interneurons revealed several differences between
these cells, notably for the kinetics of inhibitory currents, GABA release probability and
synaptic plasticity. In this regard, our results demonstrated that the mechanisms
responsible for LTP at interneuron GABA synapses differed from those described for
pyramidal cells since LTP was unaffected by GABAjp receptor and mGluR antagonists.
Moreover, two forms of short-term depression expressed in pyramidal cells (following a
high frequency stimulation and a postsynaptic depolarization) were lacking in
interneurons, suggesting that neuronal activity may differentially regulate inhibitory
synaptic transmission in pyramidal cells and interneurons.

Finally, a pharmacological investigation undertaken to identify GABA, receptor
subtypes present at inhibitory synapses of oriens-alveus interneurons revealed that
miniature inhibitory postsynaptic currents were positively modulated by flunitrazepam,
zolpidem and allopregnanolone but negatively modulated by zinc and furosemide,
suggesting that GABA 4 receptors are heterogeneous at GABA synapses of oriens-alveus

interneurons.
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Taken together, the results presented in this thesis demonstrate that GABAergic
transmission is regulated by various mechanisms. This modulation of inhibitory
transmission may allow the control of neuronal excitability and may contribute to

hippocampal functions.

Keywords: hippocampus, synaptic plasticity, GABA receptors, inhibitory transmission,
GABA synapses, inhibitory postsynaptic currents, neuronal networks,

rhythmic activity



Table des matiéres

SOMMAITE ..ottt ettt et e st s s s s bt e e s s et e e smaneesenneeesanes i
SUIMMIATY Lottt st e st te e e bt e s s bne st e e e eabe e e s baasesabeassnseessnneesans i
Table des MAICIES.........coooiiiiiiii ettt e eree s st e s et ae e s nraeesnneens v
Liste des tableauX .........cooooiiiiiiii e e viil
Liste des fIZUIes ........oooiiiiiii ettt ettt ix
Liste des abréviations. ... e Xi
ReMErCiCmEnts ........coocouiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt st s st e Xiv
CHAPITRE 1
INTRODUCTION GENERALE ET OBJECTIFS DE LA THESE ..........occoovvonnrnnnn. 1
1.1 Description de PhIPPOCamMPe..........coooiiiriiiiiiiicrieeer e re e sevee e 2
1.1.1 Réle de I’'hippocampe dans les processus d’apprentissage et de mémorisation . 2
1.1.2 Structure de PhippoCampe ........cccceoveciiririireereeeeeeee e 4
1.1.3 L’hippocampe est formé de plusieurs couches cellulaires.........ccoceevervvrnnennnene. 6
1.2 Réseaux d’interneurones au sein de ’hippocampe .................ccocooiiiiinnnn, 7
1.2.1 Propriétés membranaires des INTErNEUIONES........c.cvereverererreenrerireeeeereneesaeeseenns 7
1.2.2 Diversité morphologique des INterneurones.........coceeeerveriereeereeereereereeeresee e 8
1.2.3 Distribution et role des neuropeptides........ccoccerveeceeeciiniieneeriieniie e 11
1.2.4 Distribution et role des protéines liant Ie Ca®" .........cooovovvvevooveeeeeeerree e, 12
1.2.5 Interneurones avec innervation prédominante pour d’autres interneurones..... 13
1.3 Transmission synaptique dans Phippocampe ...............c..cccocoinniininniniinnnen, 14
1.3.1 Transmission inhibitrice assurée par les récepteurs GABAA......cccoevvveevereennen. 15
1.3.1.1 Structure des récepteurs GABAA «.oocvvveriecritirreeneerre et st 15

1.3.1.2 Les propriétés pharmacologiques et électrophysiologiques des récepteurs

GABA, dépendent de leur COmMPOSIHION......ccveeveereereerereieereeecrereeesre e eeaeresenens 18
1.3.1.3 Modulation des récepteurs GABA4 par les protéines kinases................. 19
1.3.1.4 Protéines associées aux récepteurs GABAA ..ccccovirieiiciininniccennienne, 20
1.3.1.5 Récepteurs GABA, dans I’hippocampe ........cocoveeiieviiniiniennincnncicnenns 21

1.3.1.6 Les récepteurs GABA, peuvent dépolariser les neurones............ccceeu.e.. 23



Vi

1.3.2 Transmission inhibitrice assurée par les récepteurs GABAB.....cc.cccoevvecueeennen. 23
1.3.2.1 Structure des récepteurs GABAR ....c.coovvirieiiiieniiieeeceeeececee 23

1.3.2.2 Voies de signalisation et effecteurs activés par les récepteurs GABAj ..

................................................................................................ 24

1.3.2.3 Récepteurs GABAp dans "hippocampe.........coeceeeeeeriienieeenicccneenieenneens 26

1.4 Plasticité synaptique des réseaux NEUroNAUX ..........c.cocccoviviiiiiiiiiiiininiieniiinn, 27
1.4.1 Mécanismes de la PLT des cellules pyramidales du CA1 ........ccocceriieniennneee. 28
1.4.2 Corrélations entre la PLT, 1’apprentissage et la mémoire..........cccceeeveerceenenaen. 30
1.4.3 Plasticité synaptique dans les circuits inhibiteurs de ’hippocampe ................. 31

1.5 Objectifs de 1a theése ...........cooiiiiiriiiiiii e 33

CHAPITRE 2
LA POTENTIALISATION A LONG TERME DE LA TRANSMISSION
SYNAPTIQUE GABA, DANS L’HIPPOCAMPE DE RAT DEPEND DES
RECEPTEURS GABAz ET DES RECEPTEURS METABOTROPES DU
GLUTAMATE ....oooiooeoeeeeee e e eeesesass s s ssas st sseneeees 35

CHAPITRE 3

SPECIFICITE CELLULAIRE DE LA TRANSMISSION SYNAPTIQUE GABA
ET DE LA PLASTICITE DEPENDANTE DE L’ACTIVITE DANS LES
INTERNEURONES DE LA COUCHE RADIATUM DE L’HIPPOCAMPE DE

CHAPITRE 4

SENSIBILITE DES RECEPTEURS GABA, SYNAPTIQUES A DES
MODULATEURS ALLOSTERIQUES DANS LES INTERNEURONES ORIENS-
ALVEUS DE L’HIPPOCAMPE........ccoociiiiiiiie e 106



vii

CHAPITRE 5

DISCUSSION GENERALE ...........oooovreueveeiesiees s saessesssessssssssasssassssssssasssssssnses 138
5.1 Récapitulation des résultats principaux et plan de la discussion................ 139
5.2 Sites de la PLT au sein des réseaux inhibiteurs de ’hippocampe ................. 139
5.3 Mécanismes de la PLT aux synapses GABA de ’hippocampe...................... 142

5.4 Mécanismes de la transmission inhibitrice sur les cellules pyramidales et

1€S INTEIMEUIOMES .....c..oiiiiiiiiiiiiececee ettt e e 145
5.5 Comparaison des propriétés et de la plasticité des synapses GABA des

cellules pyramidales et des interneurones...............cocceeeeiiiiiiiiniiiniiincnienes 146

5.6 Modulation pharmacologique des récepteurs GABA, des interneurones.....150

5.7 Impact fonctionnel de la plasticité aux synapses GABA ................cceovennnn. 151
5.8 Perspectives d’aVenir ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiciee e 154
BIBLIOGRAPHIE GENERALE .......o.oovuiirieeinierimeseseseesesiseeseseesesessenenseons 158

ANNEXE L. ..ottt te e s s e e e aneans 193



viii

LISTE DES TABLEAUX

CHAPITRE 1

Tableau I. Propriétés des interneurones de la région CA1 de ’hippocampe.................. 13-B
Tableau II. Roéles des protéines associées aux récepteurs GABAA . ...ccoooceivciiviciiciicennee. 21
CHAPITRE 3

Table 1. Properties of e]PSCs and sIPSCs at GABA synapses of pyramidal cells and
RAD  INEEIMIEUIONS ...eeivuiieieiiieiirernereestnereneesoenesenseesseseseseesaeseseunesessstessresesesseeessnsessssnnessns 96
Table II. Membrane and eIPSC properties in interneurons expressing or not LTP............ 96
CHAPITRE 4

Table I. Averaged mIPSCs recorded in OA INterNEUrons.........ccoeceeevureeseeenneeeneeeseeeenieenn 128

Table II. Modulation of GABAA mIPSCs in OA INtermeurons..........cccoeveveeeveveeeeeeeeivvennnns 128



LISTE DES FIGURES

CHAPITRE 1
Figure 1. Schéma illustrant le circuit trisynaptique excitateur de I’hippocampe et les
différentes couches cellulaires dans une coupe tranSverse. ........cccceceeeveeeeeeecreecrerevesrneenens 5

Figure 2. Schéma représentant les principaux types d’interneurones de la région CAl

de PhIPPOCAIMPE. ....c.coviriiiiiieiiiieecee ettt ettt b ettt et se et s e sa s s e e e sesaas 10
Figure 3. Structure des récepteurs GABA.........cccooiviiinintrenieenccrreeereree e 17
CHAPITRE 2

Figure 1. Long-term potentiation (LTP) of monosynaptic early IPSPs is induced by
theta-burst stimulation (TBS) but not by high frequency stimulation (HFS) in CAl

PYTAMEAAL CELLS ..veineiieieieeicree ettt ettt e sse s e esn e ne e e nee 64
Figure 2. LTP requires postsynaptic G-protein activation.........ccccoceeeuerereeerreeereeesueessenea 65
Figure 3. Paired-pulse ratio of IPSCs is not affected following LTP induction.............. 66
Figure 4. TBS-induced LTP of IPSCs depends on GABAg receptor activation.............. 67
Figure 5. LTP of IPSCs is reduced by a group I/Il mGluR antagonist and is abolished

by pOStsyNAptic CaZ* CHELAOMN. ..........vereeeeeeeeeeeeseeeeseeeeseees e eeeseseeeseseaseeemsemes e eeseenn 68
Figure 6. Short-term potentiation of unitary IPSCs during paired interneuron-
pyramidal cell TECOTAINGS ......ccreiiiiririeriieeteeeree ettt e sre e 69
CHAPITRE 3

Figure 1. Different properties of monosynaptic inhibitory postsynaptic currents
(eIPSCs) in RAD interneurons and pyramidal Cells ......c..ooeevieniniiniiiniiniiiireeeeeee 100
Figure 2. TBS induces long-term potentiation of eI[PSCs in RAD interneurons and
PYFamMidal CELIS ...coviiiiiiiie ettt et 101
Figure 3. High frequency stimulation (HFS) elicits a transient depression of eIPSCs
in pyramidal cells but not in RAD interneurons ...........ccceeeeerreeneereeneneesreesreneeseennens 102
Figure 4. Depolarization-induced suppression of inhibition (DSI) of eIPSCs in

pyramidal cells but not in RAD INtErNEUIONS ..........ccoreueeereceiiicniciiiinie e 103



Figure 5. DSI of spontaneous IPSCs (sIPSC) in pyramidal cells but not in RAD
IIEEITIEUTONS. . .ot teet cereteteete et et teeeseeee e et e st e e e e s e s neenesan e st e st eabessbesetesatsoseensesseeenness 104

Figure 6. Morphological heterogeneity of RAD interneurons and cell-type specific

differential PIASHICILY ..e.cvveeriieiereiirirerreeree et sere e ee e e e sar e e e e s ee e e s e s ae e s nescnneens 105
CHAPITRE 4

Figure 1. GABAs-mediated mIPSCs in morphologically identified interneurons........ 132
Figure 2. Negative modulation of mIPSCs by ZInc.......ccecveeeveeererieniieieceeceneceecenes 133
Figure 3. Negative modulation by furosemide.........ccccceecerevercvericnniiniiciiiiene e, 134
Figure 4. Positive modulation by zolpidem ...........cccceererereninnnninineeccieiccccnicineis 135
Figure 5. Positive modulation by flunitrazepam........c.ccoccoveeviirvieniiicrnncniicnniiineenn. 136
Figure 6. Positive modulation by allopregnanolone ............c.ceceecieveeceerenenneecrnneeneenaceas 137
CHAPITRE 5

Figure 1. Schéma simplifié illustrant les différents sites synaptiques pouvant
exprimer la PLT au sein des circuits inhibiteurs.........ccooeereinernciiiiiininiiiniicienienns 140
Figure 2. Mécanismes possibles de la PLT aux synapses GABA des cellules
pyramidales du CAL.....ccooiiriniininiientrtrccect et s 143
Figure 3. Schéma récapitulatif illustrant les différences au niveau de la transmission
et de la plasticité des synapses GABAergiques sur les cellules pyramidales et les
Interneurones RAD.........coovoiiiiieiiiiiiiticcieeetcce st s 148
Figure 4. Scénarios possibles pouvant expliquer la spécificité cellulaire des synapses

GABAergiques sur les cellules pyramidales et les interneurones............ccoceeeveeiveennenne. 149



LISTES DES ABREVIATIONS
Chapitres1a 5
ACSF: Artificial cerebrospinal fluid
ARNm: Acide ribonucléique messagé
AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole proprionic acid
AMPc: Adénosine monophosphate cyclique
ATP: Adénosine triphosphate
CA1l: Corne d’ Ammon 1
CA3: Corne d’Ammon 3
CaMKII: Protéine kinase Ca**/calmoduline II
CB: Cannabinoide
CCK: Cholécistokinine
CNS: Central nervous system
CPSEm: Courant postsynaptique excitateur miniature
CPSI: Courant postsynaptique inhibiteur
CPSIm: Courant postsynaptique inhibiteur miniature
CV™2: Coefficient of variation
Decay t: Decay time constant
DLT: Dépression a long terme
DSI: Suppression de I’inhibition suite & une dépolarisation postsynaptique
Eipsc: Potentiel d’inversion des CPSlIs
elPSCs: Evoked inhibitory postsynaptic currents
e-PLT: Phase précoce de la PLT
EPSPs: Excitatory postsynaptic potentials
GABA: acide y-aminobutirique
GABARAP: Protéine associée aux récepteurs GABAA
GAD: Décarboxylase de I’acide glutamique
GIRK: Canaux potassium a rectification entrante régulé par les protéines G
GTP: Guanosine triphosphate
HFS: High frequency stimulation

X1



Xil

Hz: Hertz

IEIs: Inter-event intervals

IP5: Inositol triphosphate

IPSCs: Inhibitory postsynaptic currents

IPSPs: Inhibitory postsynaptic potentials

KCC2: Co-transporteur des ions potassium et chlore de type 2

LM: Couche lacunosum-moleculare

LM-PYR: Synaptically-connected interneurons in stratum lacunosum-moleculare and
pyramidal cells

1-PLT: Phase tardive de la PLT

LTD: Long-term depression

LTP: Long-term potentiation

mIPSCs: Miniature inhibitory postsynaptic currents

mGluR: Récepteur métabotrope du glutamate

NMDA: N-méthyl-D-aspartate

NPY: Neuropeptide Y

OA: Couche oriens/alveus

PIV: Polypeptide intestinal vasoactif

PKA: Protéine kinase A

PKC: Protéine kinase C

PKG: Protéine kinase G

PLT: Potentialisation a long terme

PPR: Paired-pulse ratio

PPSE: Potentiel postsynaptique excitateur

PPSI: Potentiel postsynaptique inhibiteur

RAD: Radiatum

SBT: Stimulation en bouffée a la fréquence théta

SHF: Stimulation a haute fréquence

sIPSCs: Spontaneous inhibitory postsynaptic currents

SNC: Systéme nerveux central

SOM: Somatostatine



xlii

TBS: Theta-burst stimulation

TM: Domaine transmembranaire

ulPSCs: Unitary inhibitory postsynaptic currents
5-HT: 5-Hydroxytryptophane



Xiv
REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier toutes les personnes qui m’ont aidé dans la réalisation de ce travail.

Tout d’abord, j’aimerais exprimer ma reconnaissance & mon directeur de recherche, le
Dr Jean-Claude Lacaille, pour I’accueil qu’il m’a offert et pour m’avoir permis
d’évoluer dans un environnement dynamique et formateur. Ses conseils judicieux et son
enseignement rigoureux prodigués tout au long de ma formation scientifique ont été fort

appréciés.

Je voudrais aussi témoigner de ma gratitude envers tous les membres présents et passés
du laboratoire qui m’ont apportés une aide précieuse et qui m’ont permis d’évoluer dans
un milieu convivial.

A ma famille, qui m’a soutenu et encouragé tout au long de mes études.

Finalement, j’aimerais remercier les IRSCs, la Faculté des études supérieures et le Dr

Jean-Claude Lacaille pour leur soutien financier.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION GENERALE ET OBJECTIFS DE LA THESE



1.1 Description de I’hippocampe

1.1.1 Réle de I'hippocampe dans les processus d’apprentissage et de mémorisation
L’hippocampe est une composante du systéme limbique qui a été au centre d’une
recherche soutenue au cours des derniéres décennies & cause de son implication dans les
processus mnémoniques. Le cas de H.M., un patient qui souffrait de grave crises
d’épilepsies généralisées ne répondant & aucun traitement pharmacologique, est 1’une
des observations pionniéres ayant permis de mettre en évidence 1’importance de
I’hippocampe pour la mémorisation. Des études effectuées au cours des années *50 ont
démontré que suite a I’ablation bilatérale du lobe temporal médian, incluant la portion
antérieure de I’hippocampe, I’amygdale et le cortex entorhinal, H.M. présentait des
lacunes permanentes au niveau de la rétention et de la formation de nouveaux souvenirs
(mémoire antérograde) et un léger déficit au niveau du rappel des événements survenus
avant I’opération (mémoire rétrograde), sans toutefois que les autres fonctions cognitives
ne soient significativement affectées (Scoville, 1954; Scoville & Milner, 1957). Depuis,
il a été observé que des lésions similaires du cortex temporal réduisent également les
. facultés de mémorisation chez le singe (Squire & Zola, 1996) et que les aires corticales
adjacentes a D’hippocampe, telles les cortex entorhinal, périrhinal et
parahippocampiques, sont aussi importantes lors de I’apprentissage. En effet, les
performances des singes a effectuer des tdches de mémorisation sont considérablement
réduites lorsque les lésions sont répandues & ’ensemble de ces structures du lobe
temporal (Squire & Zola-Morgan, 1991; Zola-Morgan et al., 1994). De méme, des
1ésions restreintes a 1’hippocampe ou méme limitées a ’aire CA1 de I’hippocampe sont
suffisantes pour générer certains troubles de la mémoire plus légers, mais pouvant tout
de méme perturber les capacités d’apprentissage (Zola-Morgan & Squire, 1986; Zola-
Morgan et al., 1986; Rempel-Clower et al., 1996). Ceci démontre qu’il existe une
corrélation entre 1I’étendue des lésions du lobe temporal et la sévérité des déficits et
donc, que ’hippocampe, bien qu’il soit une composante primordiale, n’est pas la seule
région impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémoire. Il semble que la
synthése globale de I’apprentissage dépende plutot de ’intégrité des connections entre

cette région et d’autres aires corticales. Puisque le néocortex est considéré comme étant
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le site privilégié du stockage de I’information, des interactions similaires entre
I’hippocampe et cette région pourraient par ailleurs servir au maintien et a la
consolidation de la mémoire (Squire & Zola, 1996).

Il faut cependant noter que le lobe temporal ne constitue pas le siége de toutes les
formes d’apprentissage et de mémoire. En effet, bien que la mémoire dite déclarative ou
explicite, c’est-a-dire la mémorisation des faits et événements (par exemple la
reconnaissance d’un lieu ou d’un objet) soit perturbée quand il y a lésion de
I’hippocampe, la mémoire dite non-déclarative ou implicite, définie comme étant
I’aptitute a effectuer une tdche manuelle ou & apprendre de nouvelles procédures
(appelée aussi la mémoire procédurale), n’est pas atteinte (Cohen & Squire, 1980; Zola-
Morgan ef al., 1986). Un exemple concret de ce paradoxe est illustré par le fait que les
patients devenus amnésique suite a une lésion du lobe temporal sont capables d’associer
correctement un indice et sa réponse avec autant de succeés que les individus normaux
sans toutefois se souvenir d’avoir effectué la tiche (Knowlton et al., 1994). Ainsi, il
semble que la mémoire ne soit pas une seule et unique entité mais qu’elle consiste plutot
en plusieurs formes distinctes qui sont traitées et emmagasinées spécifiquement dans
différents systémes neuronaux.

Un nombre croissant d’études ont tenté d’identifier les régions corticales
impliquées dans chacune de ces formes de mémoire. En ce qui concerne la mémoire
non-déclarative, la situation est particuliérement complexe parce que plusieurs formes de
mémoire et de stratégie peuvent étre incluses dans ce groupe. Néanmoins, les études
effectuées jusqu’a présent tendent & démontrer que le striatum, le néocortex, I’amygdale
et le cervelet sont des structures clées (Squire & Zola, 1996). Tel que mentionné ci-
haut, il ne fait aucun doute que les régions du lobe temporal médian incluant
P’hippocampe de méme que les cortex entorhinal et périrhinal jouent, quant a elles, un
role crucial dans les processus de la mémoire déclarative (Squire & Zola, 1996).
L’attribution d’un réle aussi important a I’hippocampe justifie donc que 1’on s’intéresse

plus en détail a la structure et la fonction de cette région.



1.1.2 Structure de ['hippocampe

En général, on considére que le gyrus dentelé et ’hippocampe forment, avec le
subiculum et le cortex entorhinal, la formation hippocampique. A des fins de
simplification cependant, le terme hippocampe sera ici utilisé pour désigner la structure
qui regroupe le gyrus dentelé et la corne d’Ammon. Les connaissances actuelles sur
I’anatomie de I’hippocampe ont été grandement influencées par les travaux pionniers de
Ramon y Cajal (1911) et Lorente de No (1934) qui, a I’aide de la technique de Golgi, ont
identifié quatre aires distinctes dans ’hippocampe: le gyrus dentelé de méme que les
cornes d’Ammon 1 4 3 (CA1 a CA3). Chacune de ces aires présente une couche tres
dense de cellules dites principales qui libérent le glutamate et constituent la majorité des
neurones de I’hippocampe. Dans le gyrus dentelé, ces cellules ont une forme arrondie et
sont nommées cellules granulaires tandis que dans les aires CA1 a CA3, elles ont une
forme triangulaire et portent le nom de cellules pyramidales (Figure 1A). Les cellules
principales de chaque aire de I’hippocampe sont reliées entre elles par des connexions
majoritairement unidirectionnelles qui forment un circuit trisynaptique permettant le
transfert de I’information d’une aire a ’autre. Ce circuit est constitué 1) de la voie
perforante, la principale voie d’entrée de I’hippocampe, composée de fibres afférentes
provenant du cortex enthorinal et se terminant sur les dendrites des cellules granulaires
du gyrus dentelé, 2) des fibres moussues, appelées ainsi & cause de la présence de
protubérances épineuses, constituées des axones des cellules granulaires et innervant les
dendrites proximales des cellules pyramidales de I’aire CA3 et 3) les axones des cellules
pyramidales du CA3, appelées les collatérales de Schaffer, projettant a leur tour dans la
région CALl et se terminant sur les dendrites apicales des cellules pyramidales dans les
couches radiatum et lacunosum-moleculare. Finalement, les axones des cellules
pyramidales du CAl projettent & I’extérieur de I’hippocampe, vers le subiculum et
ensuite dans le cortex entorhinal (Ramon y Cajal, 1911; Lorente de N6, 1934; Amaral &
Witter, 1989; Lopes da Silva et al., 1990). Bien que ce réseau constitue le principal
circuit excitateur de I’hippocampe, d’autres connexions excitatrices directes existent
entre le cortex entorhinal et les dendrites distales des cellules pyramidales du CA3 et du

CAl (voie temporo-ammonique). Les cellules pyramidales du CA3 sont également



fortement interconnectées par des fibres associatives récurrentes (Hjorth-Simonsen,

1973; Swanson et al., 1978; Amaral & Witter, 1989).
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Figure 1: Schéma illustrant le circuit trisynaptique excitateur de I’hippocampe (A)
et les différentes couches cellulaires dans une coupe transverse (B). Adaptée de

Kandel, Schwartz et Jessell, 1991 (A) et Freund et Buzsaki, 1996 (B).
a: Alvéus; o: Oriens; p: couche pyramidale; r: Radiatum; /m: Lacunosum-moleculare;

m: Moleculare; g: Couche granulaire; A: Hile; /: Lucidum

Il a été initialement proposé que le circuit trisynaptique avait une organisation

lamellaire. Cette hypothése stipulait que chacune des voies activées successivement par

une stimulation du cortex entorhinal (voie perforante, fibres moussues, collatérales de



Schaffer) était orientée dans la méme direction, faisant en sorte qu’une seule mince
lamelle pouvait étre activé indépendamment des autres bandes de tissu (Anderson e al.,
1971). Des études subséquentes ont cependant démontré que, mises a part les fibres
moussues, les autres voies du circuit trisynaptique possédent une organisation plus ou
moins lamellaire, I’orientation des fibres s’avérant plutdt divergente et trés répandue

(Amaral & Witter, 1989).

1.1.3 L’hippocampe est formé de plusieurs couches cellulaires

L’hippocampe contient, en plus d’une couche compacte de cellules principales,
plusieurs autres couches cellulaires (Figure 1B). Dans le gyrus dentelé, trois couches
distinctes peuvent étre identifiées: la couche moléculaire, dans laquelle se termine la
voie perforante qui contacte les dendrites de cellules granulaires, la couche granulaire ou
repose les corps cellulaires des cellules granulaires, et le hile, ou passent les fibres
moussues avant d’entrer dans 1’aire CA3. Les aires CAl et CA3 comptent cinq couches
distinctes: 1) la couche lacunosum-moleculare, qui forme la couche la plus éloignée des
cellules pyramidales et comprend des dendrites et des regroupements de fibres paralléles
(collatérales des cellules pyramidales ou fibres provenant de 1’extérieur de
I’hippocampe); 2) la couche radiatum, qui forme la couche la plus étendue et comprend
les dendrites apicales des cellules pyramidales de méme que les collatérales de Schaffer;
3) la couche pyramidale, constituée des corps cellulaires des cellules pyramidales; 4) la
couche oriens, formée des dendrites basales des cellules pyramidales et des collatérales
des cellules pyramidales du CA3, et finalement, 5) D’alveus, qui comprend
principalement les axones des cellules pyramidales du CA1 qui projettent & 1’extérieur
de I’hippocampe vers le cortex entorhinal. L’aire CA3 comporte une couche
supplémentaire située du cOté apical des cellules pyramidales appelée la couche
lucidum, ot les fibres moussues viennent contacter les dendrites proximales des cellules
pyramidales.

Chacune de ces couches contient de plus d’autres types de cellules dites non-
principales, ou interneurones. Ces cellules différent considérablement des cellules
principales par leur morphologie, leur nombre plus faible et leur distribution moins

compacte. Alors que les axones des cellules principales forment sur les neurones



postsynaptiques des synapses asymétriques excitatrices localisées surtout sur les
dendrites et les épines dendritiques, les axones des interneurones, quant & eux, forment
des synapses symétriques inhibitrices sur les dendrites et les corps cellulaires (Gray,
1959; Colonnier, 1968). Le marquage immunocytochimique des interneurones par
I’acide y-aminobutirique (GABA), considéré comme étant le principal neurotransmetteur
inhibiteur dans le cortex (Krnjevic & Schwartz, 1967), et son enzyme de synthese, la
décarboxylase de I’acide glutamique (GAD), a d’ailleurs confirmé leur nature inhibitrice
(Ribak et al, 1978; Storm-Mathisen et al., 1983; Somogyi et al., 1985). La section
suivante se penche sur les propriétés des interneurones situés dans ’aire CAl de

I’hippocampe.

1.2 Réseaux d’interneurones au sein de I’hippocampe

Les interneurones constituent environ 10 % des neurones présents dans
I’hippocampe (Freund & Buzsaki, 1996). La majorité, sinon la totalité, de ces cellules
libérent la substance inhibitrice GABA (Freund & Buzsaki, 1996), synthétisée a partir
du glutamate dans une réaction catalisée par la décarboxylase de I’acide glutamique
(GAD). Les interneurones possedent un axone extrémement ramifié, ce qui leur permet
de contacter et de contrOler localement ’excitabilit¢ d’un grand nombre de cellules
pyramidales (Struble et al., 1978; Buzsaki, 1984; Miles et al., 1996). Il arrive cependant
parfois que les axones projettent a I’extérieur de ’hippocampe; c’est notamment le cas
de certains interneurones du hile qui, en plus d’innerver localement, étendent leurs
ramifications jusque dans le gyrus dentelé contralateral (Seress & Ribak, 1983; Ribak er
al., 1986). De la méme fagon, certains interneurones localisés dans la couche oriens-
alveus et dans le hile projettent au septum (Alonso & Kohler, 1982; Toth & Freund,
1992). Tel que décrit dans cette section, il existe une trés grande diversité
d’interneurones dans ’hippocampe. Ces différents types cellulaires exercent plusieurs

fonctions distinctes au sein des réseaux neuronaux (Buhl ef al., 1994).

1.2.1 Propriétés membranaires des interneurones
Du point de vue électrophysiologique, il est relativement facile de distinguer les

cellules pyramidales des interneurones (Ranck, 1973). En effet, il a été démontré que les



interneurones possédent généralement un potentiel de repos plus dépolarisé (Mott et al.,
1997; Fricker et al., 1999) et une résistance membranaire plus élevée que les cellules
pyramidales (Lacaille et al., 1987). Les interneurones se distinguent de plus des cellules
pyramidales par leur taux de décharge spontanée plus élevé et leurs potentiels d’action
plus rapide. Ils démontrent également moins d’accomodation des potentiels d’actions
lorsqu’un courant dépolarisant est injecté et ont une apreés-hyperpolarisation plus lente
(Ranck, 1973; Schwartzkroin & Mathers, 1978; Schwartzkroin & Kunkel, 1985;
Kawaguchi & Hama, 1987a, b; Lacaille et al., 1987; Lacaille, 1991). Ces propriétés
intrinséques  peuvent cependant varier considérablement d’une population
d’interneurones a ’autre. Par exemple, il a été observé que les cellules a panier et les
cellules bistratifiées peuvent décharger a de trés hautes fréquences pouvant atteindre
plus de 200 Hz (Lubke et al., 1998) alors que les interneurones de la couche oriens-
alveus déchargent a un taux d’environ 100 Hz (Lacaille & Williams, 1990) et que les
interneurones situés dans les couches radiatum et lacunosum-moleculare possédent un
taux de décharge régulier similaire a celui des cellules pyramidales (Lacaille &
Schwartzkroin, 1988a). Cette disparité des propriétés intrinséques entre les
interneurones et les cellules principales et parmi les interneurones est attribuable a
I’expression différentielle de certains canaux K* (Weiser et al., 1994; Martina et al.,

1998; Lien & Jonas, 2003).

1.2.2 Diversité morphologique des interneurones
Des études effectuées a 1’aide de différentes techniques de marquage ont permis
d’observer qu’il existe plusieurs types d’interneurones se distinguant par leur
morphologie dans la région CA1 de I’hippocampe. En identifiant la localisation du
soma, |’orientation des dendrites et I’étendue des ramifications axonales, ces études ont
permis de déterminer le type d’afférences recu et le domaine postsynaptique ciblé par
chaque type d’interneurones, et ont ainsi fourni d’importantes informations sur leurs
roles au sein des circuits neuronaux.
Du point de vue anatomique et fonctionnel, au moins cinq sous-types
d’interneurones générant ’inhibition des cellules pyramidales peuvent étre distingués

dans la région CAl (Figure 2). Les interneurones étoilés, situés dans les couches



radiatum et lacunosum-moleculare, sont activés par les collatérales des cellules
pyramidales du CA3 et contactent les dendrites des cellules pyramidales du CA1 et sont
donc responsable de [’inhibition proactive (Alger & Nicoll, 1982; Lacaille &
Schwartzkroin, 1988a, b). A I’opposé, les neurones horizontaux de la couche
oriens/alveus, qui recoivent des collatérales récurrentes des cellules pyramidales du CA1
et innervent les dendrites apicales distales de ces cellules, assurent |’inhibition
rétroactive exclusivement (McBain ef al., 1994; Blasco-lbanez & Freund, 1995). Les
cellules a panier et les cellules axo-axoniques (ou chandeliers) situées a proximité ou a
Pintérieur de la couche pyramidale, de méme que les cellules verticales de 1’oriens, sont
innervées a la fois par les afférences provenant des cellules pyramidales du CA3 et des
collatérales récurrentes des cellules pyramidales du CAl et permettent donc une
inhibition autant pro- que rétroactive (Schwartzkroin & Mathers, 1978; Lacaille et al.,
1987; Buhl et al., 1994). Ces cellules ne ciblent toutefois pas les mémes domaines
postsynaptiques; les axones des cellules & panier forment des connexions sur les
somas/dendrites proximales des cellules pyramidales (Gulyas et al., 1993) tandis que les
cellules axo-axoniques ciblent principalement le segment initial de I’axone (Somogyi et
al., 1983). Les cellules verticales, quant a elles, ciblent surtout les dendrites des cellules
pyramidales (Lacaille et al., 1987; Lacaille & Williams, 1990). Bien que ces cellules
représentent les cinq principales classes d’interneurones, il appert que la diversité des
interneurones est beaucoup plus riche. En effet, une étude morphologique exhaustive a
révélé que plus de seize sous-types d’interneurones sont présents dans la région CAl

(Parra et al., 1998).
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Figure 2: Schéma représentant les principaux types d’interneurones de la région

CAl de P’hippocampe.

Interneurones responsables de I’inhibition proactive (E),

rétroactive (H), ou pro- et rétro-active (V, Pa, A) des cellules pyramidales.
V. Interneurones verticaux; H: Interneurones horizontaux; Pa: Cellules a panier; A:
Interneurones axo-axonique; E: Interneurones étoilés; P: Cellules pyramidales.

Il semble que le rdle fonctionnel des interneurones innervant les régions somatiques

ou périsomatiques des cellules pyramidales soit relativement différent des interneurones

ciblant les domaines dendritiques. En effet, des expériences effectuées sur les cellules

pyramidales du CA3 ont démontré que I’inhibition somatique est particuliérement

importante pour controler I’efficacité de la transmission efférente en limitant la décharge

répétée générée par les canaux sodique dépendant du voltage (Miles et al., 1996).

L’inhibition dendritique, quant & elle, contrdle Iefficacité et la plasticité des afférences

en réduisant la dépolarisation postsynaptique des événements synaptiques excitateurs et

en supprimant les potentiels d’action engendrés dans les dendrites par les canaux

calciques dépendant du voltage (Wigstrom & Gustafsson, 1983; Miles et al., 1996). I
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existe également dans la région CA1 différents types d’interneurones qui sont spécialisés
pour innerver sélectivement d’autres interneurones. Ces interneurones sont décrits dans

la section 1.2.5.

1.2.3 Distribution et réle des neuropeptides

Les interneurones, en plus de libérer le GABA, expriment aussi plusieurs
neuropeptides incluant la somatostatine (SOM), le neuropeptide Y (NPY), la
cholécystokinine (CCK) et le polypeptide intestinal vasoactif (PIV). La distribution de
chacun de ces neuropeptides varie considérablement dans les interneurones de la région
CAl (Freund & Buzsaki, 1996) (Tableau I). Par exemple, une grande quantité
d’interneurones exprimant la SOM se retrouvent en abondance dans la couche oriens
(bien qu’il en existe également un petit nombre dans la couche pyramidale) et ont
majoritairement été identifiés comme faisant partie de la classe des interneurones
horizontaux responsables de l’inhibition rétroactive (Freund & Buzsaki, 1996). Les
interneurones exprimant le NPY se retrouvent aussi en grande quantité dans la couche
oriens, mais sont également présents en petite quantité dans les couches pyramidale et
radiatum. Ainsi, bien que leur distribution soit similaire a celle des interneurones
immunoréactifs pour la SOM, les interneurones marqués pour le NPY forment une
population cellulaire plus hétérogéne puisque seulement 40-60 % d’entres eux
correspondent aux cellules horizontales de la couche oriens (Kohler er al., 1987; Freund
& Buzsaki, 1996). Les interneurones exprimant la CCK sont, quant & eux, présents en
abondance dans la couche radiatum, moins fréquemment dans les couches pyramidale et
oriens, et rarement dans la couche lacunosum-moleculare, et possédent donc une
distribution complémentaire a celle des interneurones immunoréactifs pour la SOM et le
NPY; pratiquement tous les axones de ces interneurones forment des contacts
périsomatiques sur les cellules pyramidales, et correspondent donc aux cellules a panier
(Gulyas et al., 1991; Freund & Buzsaki, 1996). Par ailleurs, les interneurones qui
expriment le PIV sont dispersés dans toutes les couches de la région CAl mais sont
situés en prédominance dans les couches pyramidale, lacunosum-moleculare et la
portion distale de la couche radiatum. Au moins trois types d’interneurones distincts

expriment le PIV dans la région CAl, dont les cellules & panier et deux classes
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d’interneurones qui innervent spécifiquement d’autres interneurones (Acsady et al.,
1996a, b) (voir section 1.2.5). Finalement, les enképhalines, la substance P et la
neurokinine B sont d’autres neuropeptides également exprimés par certains
interneurones de 1’hippocampe. Toutefois, ces cellules sont moins nombreuses et
correspondent généralement a des sous-groupes d’interneurones exprimant déja I’un des
quatres neuropeptides principaux (Freund & Buzsaki, 1996).

Il a été démontré que ’application exogene de certains neuropeptides tels le NPY et
la SOM influence la transmission synaptique soit en inhibant la transmission excitatrice
dans I’hippocampe (Klapstein & Colmers, 1993; Boehm & Betz, 1997; Tallent &
Siggins, 1997; Whittaker et al, 1999), en réduisant la reliche de GABA dans
I’amygdale (Meis & Pape, 2001) ou en produisant une augmentation prolongée des
réponses inhibitrices dans le néocortex (Bacci et al., 2002). Des expériences effectuées
a I’aide de souris transgéniques déficientes pour le NPY ont de plus mis en évidence que
la présence endogeéne de ce peptide peut atténuer les décharges neuronales excessives et
agir comme substance antiépileptique (Baraban et al., 1997). Ainsi, tout en étant utiles
en tant que marqueurs cellulaires, les neuropeptides peuvent également jouer un role

fonctionnel important en régulant I’activité neuronale (Ludwig & Pittman, 2003).

1.2.4 Distribution et réle des protéines liant le Ca®*

A Vlinstar des neuropeptides, les protéines liant le Ca?* comme la parvalbumine,
calbindine et calrétinine sont exprimées par différents sous-types d’interneurones et sont
distribuées de facon hétérogene dans les couches de I’hippocampe (Tableau I). Dans
I’aire CAl, les interneurones immunoréactifs pour la parvalbumine sont presque
exclusivement situés dans les couches pyramidales et oriens et correspondent aux
cellules & paniers et axo-axoniques. Par ailleurs, les interneurones exprimant la
calbindine sont localisés majoritairement dans la portion distale de la couche radiatum
(pres de la couche lacunosum-moleculare), mais se retrouvent également en plus petit
nombre dans les couches oriens, pyramidale et lacunosum-moleculare (Freund &
Buzsaki, 1996). Contrairement aux autres protéines liant le Ca®* et aux neuropeptides,
par contre, la calbindine est exprimée dans les cellules granulaires du gyrus dentelé et les

cellules pyramidales du CA1 (Baimbridge & Miller, 1982; Sloviter, 1989). Finalement,
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il y a un grand nombre d’interneurones exprimant la calrétinine dans chaque couche de
I’aire CA1. La plupart de ces cellules ne forment cependant aucun contact synaptique
avec les cellules pyramidales mais innervent plutdt de fagon spécifique d’autres
interneurones (Acsady et al., 1996a; Gulyas et al., 1996).

De par leur nature, les protéines liant le Ca** permettent de tamponner une élévation
intracellulaire de Ca®* et ainsi en contrdler I’homéostasie (Chard et al., 1993; Lee et al.,
2000). Ce n’est que récemment que I’influence de ces molécules sur la libération de
neurotransmetteur et la transmission synaptique a été caractérisée. Ainsi, il a été
démontré que la transmission synaptique inhibitrice est réduite durant une stimulation
double a court intervalle chez des souris transgéniques déficientes pour la calbindine
(Caillard et al., 2000; Blatow et al., 2003; Vreugdenhil et al., 2003). A I’opposé, une
stimulation double a court intervalle et une stimulation répétée a plus de 20 Hz facilitent
la transmission inhibitrice chez des souris transgéniques déficientes pour la
parvalbumine (Caillard et al., 2000; Vreugdenhil e al., 2003). Ces résultats révelent
donc que les protéines liant le Ca®* jouent un réle important aux terminaisons
GABAergiques en contrdlant ’élévation intracellulaire de Ca®* et la libération de

GABA.

1.2.5 Interneurones avec innervation prédominante pour d’autres interneurones

En plus des interneurones qui innervent de fagon non sélective les cellules
pyramidales et les interneurones, plusieurs classes d’interneurones contrdlant
spécifiquement d’autres interneurones ont €té identifiés dans ’aire CA1. Par exemple,
les interneurones contenant la calrétinine possédent une arborisation axonale surtout
dans la couche radiatum et innervent abondamment les cellules a panier
immunoréactives pour le PIV ainsi que d’autres interneurones exprimant la calrétinine
ou la calbindine (Gulyas et al., 1996). De plus, deux autres types d’interneurones
exprimant le PIV contactent quant a eux les interneurones de la couche oriens
immunopositifs pour la somatostatine, ou les interneurones de la couche radiatum
immunopositifs pour le PIV et la calbindine (Acsady et al, 1996b). Des études
physiologiques et de modélisation suggérent que cette interconnectivité entre les

interneurones de I’hippocampe est importante pour la génération, la régulation et le
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maintien de I’activité rythmique dans les bandes de fréquence théta (5 a 12 Hz), gamma
(30 a 80 Hz) et plus élevées (200 Hz) (Buzsaki, 1997; Chapman & Lacaille, 1999a). 1l
semble cependant que ces différentes fréquences d’oscillations soient générées par des
réseaux d’interneurones distincts (Pike ef al., 2000; Whittington & Traub, 2003).

Ainsi, en tenant compte des propriétés physiologiques et morphologiques, de
I’identification des cibles postsynaptiques, du domaine postsynaptique ou se forme les
connexions synaptiques et de I’expression de neuropeptides et protéines liant le Ca**, on
distingue une diversité phénoménale d’interneurones dans I’hippocampe. Il a méme été
proposé qu’a I’extréme, aucun interneurone ne serait identique (Parra et al., 1998). Les
propriétés de la transmission synaptique GABAergique générées par I’activation de ces

différentes populations d’interneurones sont décrites en détail dans la section suivante.

1.3 Transmission synaptique dans ’hippecampe

Chez le rat adulte, une stimulation électrique dans la région CA1l géneére sur les
cellules pyramidales une réponse synaptique complexe comprenant une période
excitatrice suivi d’une période inhibitrice. Une réponse multiphasique similaire a
également été observée dans les interneurones (Schwartzkroin & Mathers, 1978;
Knowles & Schwartzkroin, 1981; Ashwood et al., 1984; Lacaille et al., 1987). Les
réponses synaptiques excitatrices résultent de 1’activation de deux types de récepteurs
ionotropes du glutamate: les récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole
proprionic acid (AMPA)/kainate perméables principalement aux ions Na* et K" (bien
que certains sous-types d’interneurones possédent des récepteurs également perméables
au Ca’"), et les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) perméables aux ions Na*, K*
et Ca’ (Collingridge er al, 1988). Le glutamate active également les récepteurs
métabotropes du glutamate (mGluRs), qui se divisent en trois classes distinctes (groupe
I, IL, IIT). L’activation de ces récepteurs par une stimulation & haute fréquence inhibe la
relache de neurotransmetteur aux terminaisons axonales (principalement par les mGluRs
de groupe II/III) et génére des potentiels postsynaptiques excitateurs lents (PPSEs) sur
les neurones postsynaptiques (assuré par les mGluRs du groupe I) (Anwyl, 1999). Les

mGluRs du groupe I sont également associés & I’inositol triphosphate (IP3) et a la
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reliche de Ca®" par les réserves intracellulaires (Murphy & Miller, 1988). Ces
récepteurs jouent un rdle important dans la plasticité & long terme dans le systeme
nerveux central (Anwyl, 1999). La réponse inhibitrice, quant a elle, résulte de la reldche
de GABA par les fibres inhibitrices et se compose d’une phase rapide assurée par les
récepteurs GABA de type A (GABA,) et d’une phase tardive engendrée par les
récepteurs GABA de type B (GABAg) (Alger & Nicoll, 1979).

1.3.1 Transmission inhibitrice assurée par les récepteurs GABA
1.3.1.1 Structure des récepteurs GABA,4

Les récepteurs GABA, font partie, avec les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine, les récepteurs glycinergiques, les récepteurs ionotropes du glutamate et
les récepteurs 5-HTj3, de la superfamille des récepteurs-canaux (Schofield et al., 1987).
L’une des particularités qui les distingue cependant des autres récepteurs ionotropes
consiste dans le fait qu’ils présentent une trés grande hétérogénéité moléculaire et
fonctionnelle. En effet, les récepteurs GABA, sont composés de cing sous-unités
(Nayeem er al., 1994) et forment un canal ionique perméable aux ions chlore (CI') et
bicarbonate (environ 5 fois plus perméable au CI) qui hyperpolarise généralement le
potentiel membranaire et inhibe I’activité neuronale (Figure 3A). Jusqu’a présent, au
moins 15 sous-unités distinctes ont été identifiées (a1-6, p1-3, y1-3, 8, 0 et 7) pouvant
s’assembler et former une panoplie de sous-types de récepteurs (Fritschy & Brunig,
2003). Chaque sous-unité partage une structure commune comprenant quatre domaines
transmembranaires (TM), un grand domaine extracellulaire N-terminal et une boucle
intracellulaire majeure entre les domaines TM3 et TM4 (Figure 3A) (Unwin, 1993).
Bien que la combinaison des sous-unités et la stoechiométrie des récepteurs GABA,
dans le SNC n’aient pas encore été déterminées, les données recueillies a ce jour laissent
entrevoir que la plupart des récepteurs GABA, du cerveau sont composés des sous-
unités o}y (Macdonald & Olsen, 1994; Rabow et al., 1995) dans une proportion de 2a.,
2P et ly (Farrar et al., 1999; Klausberger et al., 2001). Les récepteurs GABA, sont
muni de plusieurs sites de liaison, faisant en sorte que leur activité peut étre influencée

par un grand nombre d’agents pharmacologiques. Par exemple, les récepteurs sont
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complétement bloqués par des antagonistes compétitifs tels la bicuculline (Curtis ef al.,
1970) et la gabazine (ou SR95531) (Wermuth et al., 1987), de méme que par des
antagonistes non-compétitifs tels la picrotoxine (Curtis & Johnston, 1974). Ces
récepteurs peuvent également étre activés par 1’application de plusieurs agonistes dont le
muscimol, le 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol (THIP) et I’isoguvacine
(Krogsgaard-Larsen et al., 1975, 1977). Ces récepteurs possedent enfin de multiples
sites de modulation allostérique ou peuvent agir une grande variété de composés, dont
les plus connus sont le zinc, les barbituriques, les benzodiazépines, les neurostéroides,
les B-carbolines, les insecticides, les anesthésiques généraux et volatiles et I’éthanol

(Johnston, 1996).
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Figure 3: Structure des récepteurs GABA

(A) Les récepteurs GABAA sont composés de 5 sous-unités (chacune comportant 4
domaines transmembranaires) et forment des récepteurs-canaux perméables aux ions Cl-
pouvant étre modulés par plusieurs agents pharmacologiques (adapté de Bormann,
2000). (B) Les récepteurs GABAp forment des hétérodimeéres couplés aux protéines G
qui sont associés négativement aux canaux Ca®’ présynaptiques et a I’adénylate cyclase,
mais qui activent certains canaux K" postsynaptiques (adapté de Couve ef al., 2000).
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1.3.1.2 Les propriétés pharmacologiques et électrophysiologiques des récepteurs
GABA, dépendent de leur composition

Les effets des agents modulateurs varient selon la composition des récepteurs
GABAjA. Par exemple, les benzodiazépines, qui constituent une classe de composés
dont la principale cible dans le SNC sont les récepteurs GABA4 (Hevers & Luddens,
1998), produisent leurs effets anticonvulsivants, anxiolytiques, sédatifs et hypnotiques
en facilitant la transmission inhibitrice assurée par les récepteurs GABA, (Choi et al.,
1977). Toutefois, pour que les benzodiazépines renforcent la transmission inhibitrice,
les récepteurs GABA, doivent absoliment contenir la sous-unité y, (Pritchett et al.,
1989) mais doivent étre dépourvus des sous-unités o4 et ag (Wisden et al., 1991; Korpi
& Luddens, 1993). De plus, I’efficacité de certains benzodiazépines & moduler I’activité
des récepteurs GABA, varie selon la sous-unité o présente. Ainsi, [’affinité du
zolpidem pour les récepteurs est maximale lorsque la sous-unité o) est présente, mais
décroit lorsque les récepteurs contiennent les sous-unités a; et a3, et est trés faible si la
sous-unité o5 est présente (o;> oz = 03>> a5) (Fritschy & Brunig, 2003). Le zinc, qui
agit avec beaucoup plus d’efficacité sur les récepteurs n’ayant pas de sous-unité y
(Draguhn et al., 1990), les neurostéroides, qui détiennent une puissance accrue sur les
récepteurs ayant la sous-unité & (Mihalek er al., 1999; Wohlfarth et al., 2002), et la
furosemide qui réduit les courants inhibiteurs seulement si les récepteurs sont constitués
des combinaisons a2 et aaPry2 (Knoflach et al, 1996; Korpi & Luddens, 1997),
comptent parmi d’autres agents qui modulent D’activité des récepteurs GABA,
dépendemment de leur composition.

En plus de se différencier par leur propriétés pharmacologiques, les différents sous-
types de récepteurs peuvent aussi générer des courants qui présentent des cinétiques
différentes. Par exemple, le fait que les courants inhibiteurs générés par récepteurs
composés de la sous-unité o ont une désactivation/désensibilisation plus rapide que
ceux engendrés par les récepteurs possédant la sous-unité o, (Brussaard et al., 1997;
Vicini et al., 2001) démontre que la sous-unité o joue un rdle déterminant pour la
cinétique des courants postsynaptiques inhibiteurs (CPSIs) (Verdoorn et al., 1990). De

plus, la présence de la sous-unité & semble aussi influencer les propriétés d’activation
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des récepteurs puisque les CPSIs ne manifestent aucune désensibilisation lorsque cette

sous-unité est présente (Burgard et al., 1996; Fisher & Macdonald, 1997).

1.3.1.3 Modulation des récepteurs GABA 4 par les protéines kinases

En plus d’étre sous I’influence d’une modulation allostérique par des agents
pharmacologiques, 1’activité des récepteurs GABA peut également étre assujettie a une
régulation dynamique par plusieurs protéines kinases. Les sites de phosphorylation sont
généralement localisés sur la boucle intracellulaire entre les domaines TM3 et TM4 des
sous-unités B3 et y2 (Kittler & Moss, 2003), ou les résidus sérine/thréonine sont
phosphorylés par les protéines kinase A, C, G (PKA/PKC/PKG) et la protéine kinase
Ca**/calmoduline II (CaMKII). Les résidus tyrosine sont quant a eux phosphorylés par
les protéines tyrosine kinase (Brandon et al., 2001). II a ét¢ démontré que la stimulation
de ces protéines par I’application exogéne d’activateurs ou par la stimulation de
récepteurs couplés aux protéines G peut affecter directement [’activité des récepteurs
GABAA (Smart, 1997; Brandon et al, 2002b). Tout comme pour les agents
pharmacologiques, les effets de la phosphorylation sur les fonctions des récepteurs
GABA peuvent varier selon la composition des sous-unités du récepteur. Par exemple,
I’influence de la PKA sur Pactivité des récepteurs GABA, dépend grandement de
I’identité de la sous-unité¢ B présente puisque dans des systtmes hétérologues, les
courants générés par les récepteurs contenant la sous-unité B sont inhibés par la PKA
tandis que les courants sont augmentés lorsque les récepteurs comprenent la sous-unité
B3 et ne sont pas affectés sur les récepteurs qui expriment la sous-unité 3, (McDonald et
al., 1998).

La modulation des récepteurs GABA4 par les protéines kinase a aussi été examinée
sur différentes populations neuronales du cerveau. Cependant, les effets observés se
sont souvent révélés contradictoires. Ainsi, ’activation de la PKA réduit les courants
postsynaptiques miniatures (CPSIm) sur les cellules pyramidales du CA1, n’affecte pas
ceux des cellules granulaires du gyrus dentelé et facilite ceux des cellules granulaires du
bulbe olfactif (Nusser et al., 1999; Poisbeau et al, 1999). De fagon similaire,

I’activation de la PKC ne modifie pas les CPSIms sur les cellules pyramidales, accroit
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ceux des cellules granulaires mais réduit les courants inhibiteurs sur les neurones du
cortex (Poisbeau ef al., 1999; Brandon et al., 2000). Cette modulation spécifique a
chaque population de cellule pourrait réfléter la présence de récepteurs GABAA munis
de sous-unités [ distinctes.

En plus d’altérer la fonction des récepteurs GABA,, les protéines kinase peuvent
également modifier leur niveau d’expression a la surface cellulaire. En effet, il a été
démontré que ’activation de la PKC accélére le taux d’internalisation et produit une
diminution du nombre de récepteurs membranaires (Connolly et al., 1999; Brandon et
al., 2000; Filippova et al., 2000; Kumar et al., 2002). La stimulation des récepteurs a
activité tyrosine kinase par différents ligands peut aussi diminuer ou augmenter
I’expression des récepteurs a la surface cellulaire (Wan et al., 1997; Brunig et al., 2001).
Ainsi, plusieurs mécanismes distincts peuvent étre utilisés par les protéines kinases pour

contrbler la fonction des récepteurs GABAA.

1.3.1.4 Protéines associées aux récepteurs GABA 4
Il a été observé a I’aide la technique d’immunoprécipitation que plusieurs protéines
peuvent interagir directement ou indirectement avec les récepteurs GABA, (Tableau 1).
Différents roles ont été attribués a ces protéines, dont la circulation intracellulaire des
récepteurs. le ciblage des récepteurs a la membrane plasmique, la formation de synapses
inhibitrices et le rassemblement adéquat des récepteurs a ces synapses (Fritschy &

Brunig, 2003; Kittler & Moss, 2003).
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TABLEAU II: Réles des protéines associées aux récepteurs GABA,

Protéines Sous-unités Fonctions possibles
d’interaction
gephyrine Y2, 13 - Ancrage des récepteurs GABA 4 aux sites
postsynaptiques
- Interaction avec les protéines du
cytosquelette

- Régulation de la synthése protéique

Protéine associée Y2 - Circulation intracellulaire des récepteurs
aux récepteurs GABAa

GABA, - Ciblage membranaire

(GABARAP) - Dégradation des récepteurs

Dystrophine ? - Stabilisation du regroupement des

récepteurs GABA, aux sites synaptiques
AP2 Bi1, B3, 12 - Régulation de I’endocytose

Plic-1 aetfP - Régulation de I’expression des récepteurs
GABA, a la surface cellulaire

11 a été démontré chez des souris déficientes pour la gephyrine et la dystrophine, de
méme que suite a la perturbation chimique de I’interaction entre GABARAP et la sous-
unité y,, que la grosseur et le nombre d’aggrégats de récepteurs GABA, étaient réduits
sur ’élément postsynaptique (Kneussel et al., 1999; Kittler et al, 2001), mais qu’a
I’opposé. la surexpression de GABARAP produisait une augmentation du nombre
d’aggrégats (Chen et al., 2000). Donc, une altération des interactions entre ces protéines
et les récepteurs eux-mémes affecte grandement la quantité de récepteurs GABAa
présents a la surface cellulaire et pourrait constituer un mode de régulation de la

transmission inhibitrice.

1.3.1.5 Récepteurs GABA 4 dans I’ hippocampe
La présence dans I’hippocampe de la plupart des sous-unités des récepteurs GABA4
(o1, Bi-3, ¥1-3, 0) indique que la composition de ces récepteurs est également tres

hétérogene dans cette région (Fritschy & Mohler, 1995; Sperk et al., 1997). 1l semble
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cependant que certains sous-types de récepteurs soient exprimés préférentiellement sur
certaines populations de neurones puisque les cellules pyramidales expriment un niveau
élevé de sous-unités oy, oz, o5, B1-3 et y2 tandis que les sous-unités oy et & sont plus
abondantes sur les cellules granulaires du gyrus dentelé. De plus, certains sous-types de
récepteurs sont ciblés spécifiquement sur différents domaines d’une méme population
neuronale. Par exemple, les récepteurs dotés de la sous-unit€ o sont situés
principalement aux synapses inhibitrices formées sur le soma et les dendrites des
cellules pyramidales du CA1 tandis que les récepteurs comprenant la sous-unité o, sont
détectés en abondance aux synapses qui ciblent le segment initial de I’axone mais sont
rarement présents aux synapses somato-dendritiques (Nusser et al., 1996).

Une telle ségrégation des sous-types de récepteurs peut avoir des répercussions
fonctionnelles sur I’inhibition des cellules pyramidales. En effet, il a été€ rapporté que
des CPSIs rapides sensibles au diurétique furosemide étaient générés prés du soma des
cellules pyramidales du CA1 tandis que des CPSIs lents insensibles & la furosemide
étaient engendrés aux synapses inhibitrices dendritiques et que cette distinction était
attribuable a la présence de différents sous-types de récepteurs GABA, aux synapses
périsomatiques et aux synapses dendritiques (Pearce, 1993; Banks et al., 1998). Une
ségrégation similaire semble également exister entre les récepteurs synaptiques,
responsables de l’inhibition phasique, et les récepteurs extrasynaptiques assurant
I’inhibition tonique puisque les propriétés de ces récepteurs s’avérent étre tres différents.
En effet, il a été mis en évidence que contrairement aux récepteurs synaptiques, les
récepteurs extrasynaptiques sont sensibles au benzodiazépine midazolam mais
insensibles au zolpidem, sont bloqués par une haute concentration de gabazine,
possédent une affinité élevée pour le GABA et ne désensibilisent pas (Bai et al., 2001;
Nusser & Mody, 2002; Stell & Mody, 2002; Yeung et al., 2003). Bien que leur
composition demeure pour |’instant encore peu connue, il a été proposé que I’inhibition
tonique résulterait de I’activation de récepteurs GABA4 contenant les sous-unités o, ois
et & (Nusser et al., 1998a; Mody, 2001; Nusser & Mody, 2002) alors que I’inhibition
phasique, quant & elle, serait principalement assurée par les récepteurs synaptiques

enrichis en sous-unités o, o, et y (Somogyi et al., 1996; Essrich et al., 1998).
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1.3.1.6 Les récepteurs GABA 4 peuvent dépolariser les neurones

Bien que la transmission synaptique via les récepteurs GABA4 est généralement
responsable de 1’inhibition rapide dans I’hippocampe, il arrive parfois que les réponses
GABAergiques produisent une excitation (Alger & Nicoll, 1979; Andersen et al., 1980).
On sait par exemple chez le rat qu’au cours du développement, I’application de GABA
exogeéne produit une dépolarisation des cellules pyramidales immatures, et que cette
dépolarisation se transforme en une hyperpolarisation apres la premiere semaine post-
natale (Ben-Ari et al., 1989). Chez I’animal adulte, I’activation intense des récepteurs
GABA, situés sur les dendrites des cellules pyramidales résulte également en une
dépolarisation. Cet effet excitateur du GABA est attribuable a une accumulation
intracellulaire de ClI' qui déplace le potentiel d’inversion (Ec)) a une valeur plus
dépolarisée que le potentiel membranaire de repos. Les raisons pouvant expliquer un tel
Ec) dépolarisé varient selon les circonstances. Chez les neurones immatures, I’action
excitatrice du GABA est causée par la faible expression du co-transporteur K*-CI™ 2
(KCC2), dont le role est de réduire la concentration intracellulaire du Cl” en transportant
les ions a I’extérieur des cellules (Rivera et al., 1999). Chez les neurones matures, on
croit que ’accumulation intracellulaire de CI suite a I’activation massive des récepteurs
GABA4 dendritiques change le gradient et favorise alors la génération d’un courant
excitateur porté par le bicarbonate (HCOj3") (Grover et al., 1993; Staley et al., 1995).
Ainsi, tout dépendant du stade développemental, du niveau d’activité et du domaine
postsynaptique ciblé (dendrites vs soma), la transmission synaptique assurée par les
récepteurs GABA 4 peut dans certaines circonstances favoriser ’excitabilité des réseaux

neuronaux.

1.3.2 Transmission inhibitrice assurée par les récepteurs GABApg
1.3.2.1 Structure des récepteurs GABAg
Les récepteurs GABAg font partie, avec les récepteurs métabotropes du glutamate
(mGluRs) et les récepteurs sensibles au Ca®*, de la famille des récepteurs couplés aux
protéines G de classe C (Kaupmann ef al., 1997). Au niveau moléculaire, les récepteurs
GABAp sont composés d’une sous-unité GABAg, et d’une sous-unité GABAg, (Figure

3). Chaque sous-unité est constituée de sept domaines transmembranaires, un large
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domaine amino-terminal extracellulaire et un domaine carboxy-terminal intracellulaire
qui contient un segment «coil-coil» important pour ’interaction et la dimérisation des
sous-unités GABAp; et GABAg; (White ef al, 1998; Kuner er al, 1999) et pour
I’expression des récepteurs GABAg a la surface cellulaire (Calver et al., 2001; Pagano et
al., 2001) (Figure 3B). L’existence de récepteurs GABAp sous forme d’hétérodiméres
est supportée par le fait que les sous-unités GABAg; et GABAg; co-immunoprécipitent
suite a une co-expression sur des cellules en culture (Jones ef al., 1998) ou aprés une
extraction de membranes de cerveaux de rats (Kaupmann ef al, 1998; Benke e! al.,
1999). De plus, ’expression des sous-unités GABAp, ou GABAjp; seules sont
incapables de reproduire les propriétés fonctionnelles et pharmacologiques des
récepteurs GABA natifs (Jones et al., 1998; White ef al., 1998; Kuner ef al., 1999). En
effet, les récepteurs formés uniquement de la sous-unité GABAg, sont incapables d’un
couplage fonctionnel avec les canaux K* (Jones ef al., 1998; Kaupmann et al., 1998) ou
de stimuler la liaison du GTP (White et al., 1998) puisque seule la sous-unité GABAg;
peut lier le GABA sur son domaine N-terminal (Galvez et al., 1999; Malitschek er al.,
1999). De fagon similaire, I’affinité des homoméres GABAg, pour les agonistes des
récepteurs GABAp est d’environ 100 fois inférieure a celle des récepteurs GABAp natifs
(Kaupmann et al., 1997). Puisque la sous-unité GABAGp; est essentielle pour le transport
de GABARg, vers la membrane plasmique (White et al., 1998), cette faible affinité des
homomeres GABAg; s’expliquerait par la rétention de cette sous-unité dans le réticulum
endoplasmique (Couve ef al., 1998). Le fait que les deux sous-unités identifiées jusqu’a
présent (GABAg, et GABAg;) doivent se lier entre elles pour former des récepteurs
fonctionnels indique que la structure des récepteurs GABAp est plutét homogéne.
Cependant, la génération par épissage alternatif de sept isoformes de la sous-unité
GABAg; (GABAg., a GABAg)y) laisse entrevoir la possibilit¢ d’une certaine
hétérogénéité (Billinton et al., 2001; Bettler et al., 2004).

1.3.2.2 Voies de signalisation et effecteurs activés par les récepteurs GABAp
La liaison du GABA déclenche un changement conformationnel des récepteurs
GABAg, stimule les protéines Goi/Gqo (Morishita et al, 1990) et active différents

effecteurs. Par exemple, ’activation des récepteurs GABAp présynaptiques supprime la
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reliche de neurotransmetteur en inhibant les canaux Ca** dépendant du voltage
(Newberry & Nicoll, 1985; Scholz & Miller, 1991; Wu & Saggau, 1995). Par contre.
I’activation des récepteurs GABAg postsynaptiques provoque I’ouverture de canaux K"
a rectification entrante (GIRK) (Gahwiler & Brown, 1985; Luscher e al., 1997) et
génere un potentiel postsynaptique inhibiteur lent (PPSI). L’activation des récepteurs
GABAp conduit aussi généralement a I’inhibition de I’adénylate cyclase et a la réduction
du niveau d’AMP cyclique (AMPc) (Hill, 1985; Malcangio & Bowery, 1993), bien
qu’une augmentation du niveau d’AMPc ait également été observée (Cunningham &
Enna, 1996). En modulant le niveau d’AMPc, les récepteurs GABAjp affectent I’activité
de la PKA et peuvent en conséquence modifier 1’état de phosphorylation et ’activité de
protéines telles que les récepteurs purinergiques Pox et les canaux K* dépendant du Ca®*
(Gerber & Gahwiler, 1994; Gomez-Villafuertes et al., 2003). En contrepartie, I’activité
des récepteurs GABAg peut elle aussi étre influencée par les protéines kinases puisque
plusieurs sites de phosphorylation pour la PKA et la PKC ont été identifiés sur le
domaine C-terminal des sous-unités GABAg, et GABAR; (Couve et al., 2000, 2002). 1I
a d’ailleurs été observé que I’inhibition de la reldche de noradrénaline et d’acétylcholine
de méme que 1’augmentation de la conductance K" par les récepteurs GABAp étaient
réduite lorsque les PKC étaient activées (Dutar & Nicoll, 1988; Taniyama et al., 1992).
Il a également été remarqué que la désensibilisation des récepteurs GABAg pouvait étre
augmentée ou réduite suite a une phosphorylation directe par la PKA (Yoshimura ef al.,
1995; Couve et al., 2002).

Tout comme il a ét€¢ mentionné pour les récepteurs GABA,, un certain nombre de
protéines peuvent aussi s’associer aux récepteurs GABAg. Notamment, la découverte
récente d’une interaction avec certains membres de la famille de protéines ATF/CREB a
suscité un grand intérét puisque ces études démontraient pour la premiere fois un lien
entre les récepteurs GABAGp et des facteurs de transcription (Nehring ef al., 2000; White
et al., 2000; Vernon et al, 2001). Ceci pourrait constituer un nouveau mode de
signalisation vers le noyau en déclenchant la synthése protéique et en modulant a long
terme le métabolisme des neurones. Il a également été observé que les protéines
d’échafaudage tamaline, le facteur sensible au N-ethylmaleimide (NSF), MUPP1 et (3-

filamine (Bettler er al.,, 2004) peuvent s’associer aux domaines intracellulaires des
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récepteurs GABAgp et influencer le transport, la signalisation et I’expression cellulaire
des récepteurs. Ainsi, considérant que les récepteurs GABAp interagissent avec
plusieurs effecteurs, ceux-ci pourraient, une fois activés, produire des effets variés sur

’activité neuronale.

1.3.2.3 Récepteurs GABAg dans [’hippocampe

Les sous-unités GABAp, et GABAp; sont exprimées en abondance dans
I’hippocampe et présentent une distribution similaire (Margeta-Mitrovic et al., 1999;
Calver et al, 2000) qui suggeére la formation d’hétérodimeres GABAp,-GABApR;
(Charles et al., 2001; Kulik et al., 2003). Au niveau cellulaire, les sous-unités GABAg,
et GABAp; se retrouvent surtout en périphérie des synapses glutamatergiques et
GABAergiques (Kulik et al., 2003) des cellules pyramidales et des interneurones du
CAl. Une telle localisation extrasynaptique des récepteurs sur les éléments pré- et
postsynaptiques indique qu’une diffusion de GABA hors des synapses est nécessaire
pour activer les récepteurs GABAp (Scanziani, 2000) et qu’ils peuvent moduler
simultanément la transmission glutamatergique et GABAergique. Cependant, I’absence
de sous-unité GABAg; sur les corps cellulaires suggere que les récepteurs fonctionnels
sont peu nombreux au soma des cellules pyramidales et des interneurones. Cette
observation supporte d’ailleurs les études électrophysiologiques ayant démontré que les
PPSIs lents assurés par les récepteurs GABAp sont générés par une stimulation dans les
couches radiatum et lacunosum-moleculare, qui active principalement les interneurones
ciblant les dendrites des cellules pyramidales du CA1 (Newberry & Nicoll, 1984; Solis
& Nicoll, 1992; Williams & Lacaille, 1992).

Il existe plusieurs différences fonctionnelles entre les récepteurs GABAp pré- et
postsynaptiques de I’hippocampe. Comme il a ét¢é mentionné précédemment, les
récepteurs présynaptiques inhibent les canaux Ca®* dépendant du voltage alors que les
récepteurs postsynaptiques activent les canaux GIRKs (Gahwiler & Brown, 1985;
Newberry & Nicoll, 1985). Il a également été observé que les récepteurs GABAp
postsynaptiques se désensibilisent beaucoup plus rapidement que les récepteurs
présynaptiques lorsque [’agoniste baclofen est appliqué pour une période prolongée

(Wetherington & Lambert, 2002). De plus, ’affinité des récepteurs postsynaptiques
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pour six antagonistes est inférieure a celle des récepteurs présynaptiques des synapses
GABA (Pozza et al., 1999). Finalement, seuls les récepteurs postsynaptiques sont
modulés par la toxine de Pertussis (Dutar & Nicoll, 1988) et la gabapentine (Bertrand er
al., 2001, 2003; Ng et al., 2001), bien que ces derniers résultats demeurent pour I’instant
controversés (Lanneau et al., 2001; Jensen et al., 2002). La cause de ces différences
entre les récepteurs pré- et postsynaptiques n’a pas encore €té identifiée, mais pourrait
dépendre de la présence de différents isoformes des récepteurs GABAp sur les
terminaisons axonales et les éléments postsynaptiques puisqu’il a été rapporté que la
sous-unité¢ GABARg,, est surtout exprimée sur les membranes postsynaptiques alors que
GABAGg) est principalement localisée en présynaptique (Benke et al., 1999; Fritschy e/
al., 1999). D’autres facteurs pourraient aussi contribuer a la discrimination
fonctionnelle et pharmacologique des récepteurs pré- et postsynaptiques, incluant des
différences au niveau du couplage des récepteurs avec les protéines G, de ’accés aux
sites pré- et postsynaptiques ou des réserves intracellulaires des récepteurs (Couve et al.,

2000).

1.4 Plasticité synaptique des réseaux neuronaux

Il est maintenant bien établi que des changements durables de la transmission
synaptique sont nécessaires pour le traitement adéquat de I’information et la formation
de la mémoire (Lynch, 2004). Deux formes de plasticité synaptique qui ont d’ailleurs
regu beaucoup d’attention au cours des derniéres décennies sont la potentialisation a
long-terme (PLT) et la dépression a long-terme (DLT). La PLT a d’abord été observée
aux synapses excitatrices des cellules granulaires du gyrus dentelé suite a une bréve
stimulation & haute fréquence de la voie perforante (Bliss & Gardner-Medwin, 1973;
Bliss & Lomo, 1973), mais a depuis été décrite a chacune des autres voies excitatrices de
I’hippocampe (Schwartzkroin & Wester, 1975; Yamamoto & Chujo, 1978; Misgeld et
al., 1979) de méme que dans plusieurs autres régions du cerveau (Malenka & Nicoll,
1993). Parce qu’elle satisfait aux trois critéres susceptibles d’étre important pour le
stockage de I’information (spécificité, associativité et durabilité) (Bi & Poo, 2001) et
qu’elle est induite dans les régions importantes pour ’apprentissage, la PLT est

actuellement le principal modéle expérimental utilis€é pour étudier les mécanismes
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neurobiologiques de I’apprentissage et de la mémoire (Bliss & Collingridge, 1993).
Plusieurs études ont été menées afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires
impliqués au cours des différentes formes de PLT (Lynch, 2004). Dans la prochaine
section, je m’attarderai principalement a la PLT exprimée aux synapses excitatrices
formées par les collatérales de Schaffer et les dendrites apicales des cellules pyramidales

du CAL.

1.4.1 Mécanismes de la PLT des cellules pyramidales du CAl

Il est maintenant bien établi qu’une élévation postsynaptique de Ca®" est I’étape
déterminante pour ’induction de la PLT et de la DLT (Mulkey & Malenka, 1992)
(Lynch et al., 1983). Dans les cellules pyramidales du CAl, cet influx calcique est
généré par I’activation des récepteurs NMDA (Collingridge et al., 1983), qui requiert
non seulement la liaison du glutamate aux récepteurs, mais également une dépolarisation
postsynaptique qui élimine le blocage par les ions Mg2+ (Ascher & Nowak, 1988). La
PLT ou la DLT sont alors induites, selon la nature de [’¢lévation calcique. Une
stimulation a haute fréquence, une stimulation en bouffée théta, ou une stimulation
pairée combinant une faible stimulation présynaptique et une dépolarisation
postsynaptique, générent une grande augmentation intracellulaire de Ca®" et déclenchent
la PLT. A I’opposé, une stimulation a basse fréquence (I Hz) engendre une faible
élévation de Ca®* et produit la DLT (Lisman, 1989). Plusieurs indications suggérent que
la protéine kinase dépendante du complexe Ca®*/calmoduline II (CaMKII) est activée
lorsqu’une élévation massive de Ca®* survient (Fukunaga et al, 1993) puisque la
suppression pharmacologique ou génétique de la CaMKII bloque la PLT (Malenka et
al., 1989; Silva et al., 1992). A I’opposé, ’introduction d’une forme constitutivement
active de la CaMKII dans les cellules pyramidales du CA1 entraine la PLT (Pettit et al.,
1994; Lledo et al., 1995), démontrant ainsi que son activation est suffisante pour induire
la PLT. II a de plus été proposé que d’autres voies de signalisation pourraient aussi étre
impliquées au cours de la PLT; notamment les PKCs joueraient un role similaire a la
CaMKII puisque des inhibiteurs de PKC bloquent la PLT et qu’une activité accrue des
PKCs entraine aussi une augmentation de la transmission synaptique (Hu ef al., 1987,

Linden & Routtenberg, 1989). La PKA, quant a elle, amplifierait indirectement
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I’activité de la CaMKII en réduisant 1’activité des protéines phosphatases (Blitzer ef al.,
1998; Makhinson ef al., 1999).

S’il y a consensus sur I’induction postsynaptique de la PLT, il en est tout autrement
pour son site d’expression. Il y a eu en effet un débat intense a savoir si la PLT dépend
de changements présynaptiques de la reliche du glutamate ou résulte plutdt de
modifications postsynaptiques menant a une activité accrue des récepteurs
postsynaptiques AMPA. Bien que cette question ne soit pas encore entierement résolue,
il est maintenant généralement admis que la régulation a la hausse de l’activité des
récepteurs AMPA contribue de fagon importante a I’expression de la PLT (dans la
région CA1l). En effet, I’amplitude des courants postsynaptiques excitateurs miniatures
(CPSEm) assurés par les récepteurs AMPA et la réponse des récepteurs AMPA a
’application exogéne d’agonistes sont augmentées durant la PLT (Davies ef al., 1989;
Manabe ef al., 1992). Cette plus grande efficacité des récepteurs AMPA a été attribuée
a une conductance accrue des récepteurs (Derkach ef al., 1999) due a la phosphorylation
de la sous-unité GluR1 par CaMKII (Isaac et al., 1995; Liao et al., 1995) et a I’insertion
de récepteurs AMPA a la membrane plasmique (Shi et al., 1999).

Cette augmentation soutenue de la transmission synaptique complétement
indépendante de la synthése protéique est souvent considérée comme étant la phase
précoce de la PLT (e-PLT). Toutefois, il existe aussi dans la région CAl une phase
tardive de la PLT (I-PLT) qui dure plusieurs heures aprés l’induction et qui,
contrairement a la e-PLT, est bloquée par des inhibiteurs de la synthése protéique
(Stanton & Sarvey, 1984). La a-CaMKII et les récepteurs AMPA sont d’ailleurs parmi
les protéines qui sont synthétisées dans les dendrites des neurones de la région CAl
durant la [-PLT (Nayak et al., 1998; Ouyang et al., 1999). Il a été proposé que cette
synthése protéique contribuerait aux divers changements morphologiques observés au
cours de la I-PLT, dont I’augmentation du nombre et de 1’aire des épines dendritiques et
’augmentation de la surface postsynaptique (Lee et al, 1980; Chang & Greenough,
1984).

Finalement, il est intéressant de noter que la DLT, qui est déclenchée suite a une
¢lévation calcique plus modeste, semble découler de I’inversion des processus

d’induction et d’expression de la PLT. En effet, la diminution des CPSEm et de la
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réponse au glutamate observée durant la DLT (Kandler et al., 1998; Carroll ef al., 1999)
ont €té attribuées a la déphosphorylation des récepteurs AMPA par les protéines
phosphatases 1, 2A et calcineurine (Mulkey et al., 1993; Lee et al., 1998; Soderling &
Derkach, 2000) et 4 la diminution du nombre de récepteurs a la surface cellulaire
(Carroll et al., 1999). Donc, il apparait que ’activité des récepteurs AMPA est régulée
par leur état de phosphorylation et que le débalancement de 1’équilibre entre ’activité
des protéines kinases et phosphatases conduit a une potentialisation ou une dépression
de la transmission synaptique dans I’hippocampe. Il existe également d’autres formes de
DLT dans I’hippocampe qui utilisent des mécanismes cellulaires indépendants des
récepteurs NMDA et AMPA mais dépendants des récepteurs mGluRs (Bortolotto et al.,
1999).

1.4.2 Corrélations entre la PLT et I’apprentissage et la mémoire

Plusieurs indices suggérent que la PLT et les processus de la mémoire sont
intimement liés. Entre autres, il a été remarqué que la PLT est générée trés efficacement
lorsque I’on applique sur des tranches d’hippocampe une stimulation en bouffée théta
qui mime I’activité¢ endogéne rythmique observée chez le rat lorsque ceux-ci explorent
un nouvel environnement (Larson ef al., 1986; Rose & Dunwiddie, 1986). De plus, les
PPSEs de champ sont augmentés transitoirement dans le gyrus dentelé lorsque les rats
explorent un nouvel environnement (Moser et al., 1994). Les résultats les plus
convaincants établissant un lien entre la PLT et la mémorisation proviennent toutefois
d’études ayant comparé les mécanismes cellulaires de I’apprentissage a ceux impliqués
dans la PLT. En effet, il a été démontré qu’a I’instar de la PLT, la liaison du glutamate
et la densité des récepteurs AMPA sont augmentées au cours de certaines tiches
d’apprentissage (Tocco et al.,, 1991; Cammarota et al., 1995) et qu'une plus grande
efficacité de la transmission synaptique assurée par les récepteurs AMPA améliore aussi
la mémorisation (Staubli et al., 1994; Granger et al., 1996), tandis qu’a I’opposé, le
blocage des récepteurs AMPA produit une amnésie rétrograde (Jerusalinsky et al.,
1992). De méme, il a été rapporté que la perturbation des récepteurs NMDA par des
agents pharmacologiques ou par des outils moléculaires inhibe la PLT et réduit du méme

coup la performance des animaux lors de tdches d’apprentissage spatial (Morris et al.,



1986; Sakimura ef al., 1995; Tsien et al., 1996). La CaMKII semble également jouer un
role important au cours de la mémorisation puisque son activité est augmentée dans
"hippocampe suite a I’entrainement & une tiche d’apprentissage spatial et que I’injection
intra-hippocampique d’un inhibiteur de la CaMKII retarde I’acquisition de cette tiche
(Tan & Liang, 1996). De plus, des souris exprimant une forme mutée de la CaMKII
incapable de s’auto-phophoryler ne montraient aucune PLT dans la région CAl de
I’hippocampe et étaient inaptes a acquérir une tAche d’apprentissage spatial (Giese et al.,
1998). Finalement, tout comme il a été rapporté pour la I-PLT, I’injection d’un
inhibiteur de la synthése protéique dans la région CA1 de I’hippocampe produit un
déficit de ’apprentissage spatial (Naghdi ef al., 2003). Ces études fournissent donc de
nombreux indices qui renforcent I’hypothése selon laquelle la plasticité synaptique, et
particuliérement la PLT, joue un role important pour la formation de la mémoire, a tout

le moins dans le cas de la mémoire de type spatiale.

1.4.3 Plasticité synaptique dans les circuits inhibiteurs de I’hippocanipe

Dans I’hippocampe, Defficacité d’un stimulus & induire la PLT est fortement
influencée par le niveau d’inhibition. Par exemple, il a été démontré qu’une réduction
de la transmission synaptique inhibitrice assurée par les récepteurs GABA, facilite
I'induction de la PLT (Wigstrom & Gustafsson, 1985), tandis que I’inhibition des
récepteurs GABAg présynaptiques supprime la PLT (Mott & Lewis, 1991). Stelzer ef
al. (1994) ont de plus rapporté que la désinhibition des cellules pyramidales pouvait
contribuer a la PLT. Puisque les interneurones regoivent des afférences excitatrices pro-
et rétroactives et projettent sur les cellules pyramidales de méme que sur d’autres
interneurones, il est probable qu’une stimulation électrique dans la région CA1 modifie
non seulement la transmission synaptique excitatrice sur les cellules pyramidales, mais
entraine également des changements au sein des circuits inhibiteurs de I"hippocampe.

D’ailleurs, I’activité neuronale engendre plusieurs changements a court terme de la
transmission inhibitrice. Par exemple, une stimulation double a court intervalle (25 2
2000 ms) produit généralement une dépression de la deuxieéme réponse par rapport a la
premicre sur les cellules pyramidales (Jensen et al., 1999b). De plus, il a été démontré

que les potentiels postsynaptiques inhibiteurs sont déprimées transitoirement sur les
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cellules pyramidales suite & une stimulation répétée & 5 ou 10 Hz (McCarren & Alger,
1985). Un autre phénomene bien connu aux synapses GABAergiques est la suppression
transitoire de I’inhibition suite & une dépolarisation postsynaptique des cellules
pyramidales de I’hippocampe (Pitler & Alger, 1992). Des études approfondies sur cette
suppression de I’inhibition (DSI: depolarization-induced suppression of inhibition) ont
permis de constater que la DSI est déclenchée par une élévation postsynaptique de Ca®*
durant la dépolarisation (Pitler & Alger, 1992; Lenz ef al., 1998), mais est exprimée au
niveau présynaptique par une diminution de la reldche de GABA (Pitler & Alger, 1994;
Alger et al., 1996), laissant entrevoir ’implication d’un messager rétrograde. Wilson &
Nicoll (2001) ont découvert que c’était les endocannabinoides qui, en étant libérés de
fagon rétrograde lors de la dépolarisation et en agissant sur les récepteurs cannabinoides
de type 1 présents sur certaines terminaisons GABAergiques, étaient responsables de la
DSI. Finalement, il a été rapporté qu’une tétanization des fibres présynaptiques (5 & 100
Hz) induit une facilitation transitoire des courants postsynaptiques inhibiteurs (CPSIs)
monosynaptiques sur des neurones d’hippocampe en culture (Jensen et al., 1999a).

Les études qui se sont intéressées aux effets a long terme de I’activité neuronale sur
la transmission synaptique des réseaux d’interneurones ont rapporté des résultats
contradictoires. Certaines données suggérent en effet qu’il y a une augmentation de
’excitabilité et une facilitation des PPSEs sur les interneurones suite & une tétanisation
des collatérales de Schaffer (Buzsaki & Eidelberg, 1982; Taube & Schwartzkroin, 1987;
Maccaferri & McBain, 1995; Ouardouz & Lacaille, 1995), ce qui favoriserait une
meilleure efficacité de la transmission inhibitrice sur les cellules pyramidales. D’autres
études ont toutefois démontré que les PPSIs étaient augmentés, diminués ou demeuraient
inchangés sur les cellules principales suite & une stimulation répétée (Misgeld et al.,
1979; Haas & Rose, 1982; 1984; Scharfman & Sarvey, 1985; Abraham et al., 1987;
Miles & Wong, 1987; Taube & Schwartzkroin, 1987; Stelzer et al., 1994; Grunze et al.,
1996). Des expériences plus récentes ont par ailleurs révélé que I’inhibition chez les rats
adultes peut étre modulée différemment dépendant du patron de stimulation puisqu’une
stimulation intense & 100 Hz produit une dépression transitoire des PPSIs
polysynaptiques enregistrés sur les cellules pyramidales, tandis qu’une stimulation

modérée a la fréquence du rythme théta augmente de fagon durable I’inhibition et induit
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la PLT des PPSIs polysynaptiques rapides GABA (Chapman et al., 1998; Perez ef al.,
1999). 1l est donc possible que les résultats divergents obtenus précédemment soient en
partie attribuables a I’utilisation de différents protocoles de stimulation. De plus,
considérant la grande diversité d’interneurones et la complexité du réseau neuronal dans
la région CAl, d’autres facteurs incluant la stimulation de différents types d’afférences
inhibitrices ou la stimulation d’afférences atteignant différents domaines de I’axe
somato-dendritique des cellules pyramidales pourraient également expliquer ces
résultats contradictoires. A cet égard, Stelzer et al. (1994) ont démontré que les PPSIs
dendritiques étaient toujours déprimés suite a une stimulation orthodromique a 50 ou
100 Hz tandis que les effets sur les PPSIs somatiques étaient plus variables.

Dongc, les changements a long terme de la transmission inhibitrice sur les cellules
pyramidales peuvent découler de modifications a plusieurs sites synaptiques au sein des
circuits neuronaux. Par exemple, la PLT aux synapses excitatrices des cellules
pyramidales du CAl peut étre propagée passivement aux interneurones via les fibres
récurrentes et faciliter I’inhibition rétroactive sur les cellules pyramidales (Maccaferri &
McBain, 1995, 1996). De plus, la PLT de la transmission directement aux synapses
excitatrices sur les interneurones peut également favoriser la transmission inhibitrice sur
les cellules pyramidales (Ouardouz & Lacaille, 1995; Cowan et al., 1998; Christie et al.,
2000; Perez et al., 2001; Lapointe et al., 2004). Finalement, il a été observé chez les rats
nouveaux-né et juvéniles que la modulation a long terme de la transmission inhibitrice
dans I’hippocampe peut également résulter de la PLT ou la DLT de la transmission
directement aux synapses GABAergiques des cellules pyramidales (Xie er al., 1995;
Caillard et al., 1999a, b; 2000; Shew et al., 2000). Ainsi, les données actuellement
disponible suggérent que la transmission inhibitrice puisse aussi étre influencée par
’activité neuronale, et que cette plasticité puisse avoir lieu a plusieurs endroits dans le

circuit inhibiteur.

1.5 Objectifs de la thése
I a été proposé que les interneurones, en plus de contrdler I’excitabilité des cellules
pyramidales, joueraient également un r6le déterminant au cours de certaines tiches de

mémorisation en fournissant les conditions spatiales et temporales favorables a



34

P’établissement de modifications synaptiques (Paulsen & Moser, 1998). Donc, il
apparait important de caractériser plus en profondeur les propriétés synaptiques des
circuits inhibiteurs. Dans ce contexte, le but principal de cette thése consistait & étudier
les propriétés et les mécanismes de modulation de la transmission aux synapses
GABAergiques des cellules pyramidales et des interneurones de la région CA1l de
I’hippocampe.

Considérant que des études antérieures ont démontré ’existence d’une PLT des
PPSIs polysynaptiques sur les cellules pyramidales suite & une stimulation en bouffée
théta (0), mais une dépression transitoire apres une stimulation a haute fréquence (Perez
et al., 1999), le projet de thése visait dans un premier temps & déterminer si des
changements similaires de la transmission se produisent directement aux synapses
GABA sur les cellules pyramidales et le cas échéant, d’élucider, a I’aide d’agents
pharmacologiques qui bloquent certaines voies de signalisation, les mécanismes
cellulaires responsables de la PLT aux synapses GABAergiques. Dans un deuxiéme
temps, les caractéristiques des synapses GABA des cellules pyramidales et des
interneurones de la couche radiatum ont été examinées afin de comparer les propriétés
de la transmission (cinétique des CPSIs, potentiel d’inversion, rapport CPSI,/CPSI; suite
a une stimulation double a court intervalle) et d’évaluer les propriétés plastiques des
synapses GABA en utilisant trois protocoles de stimulation qui induisent la plasticité de
la transmission GABAergique sur les cellules pyramidales (une stimulation en bouffée
théta, une stimulation & haute fréquence et une dépolarisation postsynaptique). Dans un
dernier temps, la these tentait d’établir le profil pharmacologique des récepteurs GABA,
synaptiques présents sur les interneurones de la couche oriens/alveus en étudiant les
effets de divers modulateurs allostériques. Un paralléle avec le profil pharmacologique

des récepteurs GABA, présents sur les cellules pyramidales a également été effectué.



CHAPITRE 2

LA POTENTIALISATION A LONG TERME DE LA TRANSMISSION
SYNAPTIQUE GABA, DANS L’HIPPOCAMPE DE RAT DEPEND DES
RECEPTEURS GABAR ET DES RECEPTEURS METABOTROPES DU

GLUTAMATE



36

GABAg receptor- and metabotropic glutamate receptor-dependent
cooperative long-term potentiation of rat hippocampal GABA, synaptic

transmission

Christian Patenaude, C. Andrew Chapman, Sandrine Bertrand, Patrice Congar and Jean-

Claude Lacaille*

Centre de Recherche en Sciences Neurologiques et Département de Physiologie,

Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada H3C 3J7

Publié dans

Journal of physiology 553: 155-167, 2003



37

SUMMARY

Repetitive stimulation of Schaffer collaterals induces activity-dependent changes
in the strength of polysynaptic inhibitory postsynaptic potentials (IPSPs) in hippocampal
CA1l pyramidal neurons that are dependent on stimulation parameters. In the present
study, we investigated the effects of two stimulation patterns, theta-burst stimulation
(TBS) and 100 Hz tetani, on pharmacologically isolated monosynaptic GABAergic
responses in adult CAl pyramidal cells. Tetanization with 100 Hz trains transiently
depressed both early and late IPSPs, whereas TBS induced long-term potentiation (LTP)
of early IPSPs that lasted at least 30 minutes. Mechanisms mediating this TBS-induced
potentiation were examined using whole-cell recordings. The paired-pulse ratio of
monosynaptic inhibitory postsynaptic currents (IPSCs) was not affected during LTP,
suggesting that presynaptic changes in GABA release are not involved in the
potentiation. Bath application of the GABAp receptor antagonist CGP55845 or the
group VIl metabotropic glutamate receptor antagonist E4-CPG inhibited IPSC
potentiation. Preventing postsynaptic G-protein activation or Ca’* rise by postsynaptic
injection of GDP-B-S or BAPTA, respectively, abolished LTP, indicating a G-protein-
and Ca2+-dependent induction in this LTP. Finally during paired-recordings, activation
of individual interneurons by intracellular TBS elicited solely short-term increases in
average unitary JPSCs in pyramidal cells. These results indicate that a stimulation
paradigm mimicking the endogenous theta rhythm activates cooperative postsynaptic
mechanisms dependent on GABAgR, mGluR, G-proteins and intracellular Ca2+, which
lead to a sustained potentiation of GABA, synaptic transmission in pyramidal cells.
GABAergic synapses may therefore contribute to functional synaptic plasticity in adult

hippocampus.
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INTRODUCTION

Long-term potentiation (LTP) of excitatory synaptic transmission has been
examined extensively in the hippocampus. In contrast, much less is known about
plasticity of GABAergic inhibitory transmission. Since hippocampal GABAergic
interneurons powerfully control the excitability of CA1 pyramidal neurons (Lacaille and
Schwartzkroin, 1988; Freund and Buzsiki, 1996), plasticity of inhibitory synaptic
transmission may exert major influences on hippocampal excitability and function.
Growing evidence suggest that the efficacy of GABAergic synapses can be persistently
enhanced in neonatal rat hippocampus (reviewed by Gaiarsa et al., 2002). However,
contradictory results have been reported at mature GABAergic synapses. Inhibitory
postsynaptic currents (IPSCs) have been shown to be depressed during the expression of
excitatory LTP in CAl pyramidal cells (Stelzer et al., 1994) and this long-term
depression (LTD) of GABAergic inhibition may underlie the EPSP-to-spike coupling
associated with LTP (Lu et al., 2000).

In contrast, the activation of local inhibitory circuits in area CAl generates
polysynaptic inhibitory responses in pyramidal cells that showed potentiation following
a stimulation paradigm that induces LTP at excitatory synapses (Haas and Rose, 1982).
The long-lasting plasticity in polysynaptic inhibition is highly stimulus-dependent,
showing long-term potentiation after theta-burst stimulation (TBS), but not following
100 Hz tetanization (Perez et al., 1999; see also Chapman et al., 1998). This activity-
dependent enhancement in polysynaptic inhibition may result from changes occurring at
several synaptic sites in the hippocampal circuit. First, an increase in synaptic drive
onto pyramidal cells that results in an increased excitatory drive on feedback
interneurons (Maccaferri and McBain, 1995), and/or a direct strengthening of excitatory
synapses onto interneurons (Ouardouz and Lacaille, 1995; Perez et al., 2001) could both
increase the synaptic activation of interneurons leading to an increase in the amount of
GABA released. Second, the reports of lasting potentiation of miniature IPSCs (Kang et
al., 1998) and monosynaptic inhibitory responses (Shew et al., 2000) in developing
hippocampus, as well as a long-term increase of GABAergic transmission following
repetitive stimulation in the nucleus of the solitary tract (Grabauskas and Bradley, 1999),

cerebellum (Kano et al., 1992) or developing visual cortex (Komatsu, 1996), all suggest
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that a strengthening of GABAergic synapses themselves may also contribute to enhance
inhibition, and therefore modulate neuronal excitability in parallel with plasticity at
excitatory synapses.

Therefore, the aims of the present study were : 1) to examine whether long-term
plasticity could occur directly at hippocampal GABAergic synapses by comparing
monosynaptically-evoked inhibitory responses in CAl pyramidal neurons after TBS or
100 Hz tetani in the presence of ionotropic glutamate receptor antagonists; and if so, 2)
to determine what mechanisms were responsible for such long-term changes. Our
results show that TBS, but not 100 Hz trains, reliably induced LTP of monosynaptic
GABAA4 responses. This stimulus-dependent potentiation was cooperative, requiring the
activation of postsynaptic G-proteins, GABAp receptors, group I/Il metabotropic
glutamate receptors (mGluRs), and an increase in postsynaptic Ca’*. We also
demonstrate that activation of these mechanisms is likely to require the simultaneous

activation of several interneurons and/or excitatory afferents.

METHODS
Slice preparation

All experiments were carried out according to the guidelines laid down by our
local Animal Care Committee at Université de Montréal. Adult male (4-6 weeks)
Sprague-Dawley rats were anesthetized with halothane (MTC Pharmaceuticals,
Cambridge, Ontario) by inhalation (2.0 %). After decapitation, the brain was removed
and placed in cold oxygenated (95% 0,/5% CO,) artificial cerebrospinal fluid (ACSF)
containing (in mM): 124 NaCl, 5 KClI, 1.25 NaH,PO,, 2 MgS0O,, 2 CaCl,, 26 NaHCO;
and 10 dextrose (pH~7.4, 295-310 mosmol™). Hippocampal slices were prepared with a
vibratome (Campden Instruments Ltd., Loughborough, UK) and allowed to recover in

oxygenated ACSF at room temperature for at least 1 hour before experiments.

Intracellular recordings

Hippocampal slices (450 um) were placed in a gas-fluid interface chamber and
continuously perfused with ACSF (1.0 ml/min) at room temperature while their upper

surfaces were exposed to a humidified 95% 0,/5% CO, atmosphere. Intracellular
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recording electrodes were pulled from microfilament capillary glass on a Flaming-
Brown micropipette puller (Sutter Instrument P-87, Novato, CA) and filled with a
solution containing 4 M potassium acetate and 0.01 M KCIl. Recordings were performed
at room temperature to improve the stability during long-term recordings. Membrane
potential of CAl pyramidal cells was held a few millivolts below spike threshold by
constant depolarizing current injection to allow the recording of large-amplitude
biphasic IPSPs. These IPSPs were amplified in bridge mode (Axoclamp 2A, Axon
Instruments, Union City, CA, USA), displayed on a digital oscilloscope (model 1604;
Gould, Ilford, UK), digitized using a data acquisition board (Axon instruments TL-1-
125) and stored on a microcomputer. Responses were also stored in digitized format
using a video tape recorder (Neuro-Corder DR-886, Neuro Data Instruments Co., New-
York, NY) for later retrieval and analysis. Bridge balance was monitored regularly

during recordings and adjusted as necessary.

Whole-cell recordings

Hippocampal slices (300 um) were placed in a recording chamber continuously
perfused with oxygenated ACSF at a rate of 2.0-3.0 ml/min. An upright microscope
(Zeiss Axioskop, Thornwood, NY) equipped with a long-range water immersion
objective (X40), Nomarski optics and an infrared camera (Cohu 6500, San Diego, CA)
was used for visual identification of cells. Patch pipettes (3-9 MQ) were filled with a
solution containing (in mM): 140 potassium gluconate, 5 NaCl, 2 MgCl,, 10 N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid (HEPES), 0.5 ethylene glycol-bis(B-
aminoethyl ether)-N,N,N’,N -tetraacetic acid (EGTA), 10 phosphocreatine, 2 ATP-tris,
0.4 GTP-tris and 0.1 % biocytin (pH adjusted to 7.2-7.3 with KOH, 275-290 mosmol™).
After obtaining tight-seals (>1 GQ), whole-cell recordings were obtained from CAl
pyramidal cells in current-clamp or voltage-clamp configurations using an Axoclamp 2A
or an Axopatch 1D amplifier, respectively (Axon Instr.). Experiments obtained in
current-clamp were carried out at 32°C (Fig. 2) and voltage-clamp experiments were
performed at 22-24°C (Fig. 3-6). Inhibitory responses were low-pass filtered at 10 KHz
(-3 dB), analog-filtered at 1 KHz (model 900, 8 pole bessel filter; Frequency Devices,

Haverhill, MA) and digitized at 20 KHz on a microcomputer using a data acquisition
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board (Axon instr. TL-1-125) and pClamp6/7 software (Axon Instr.). In voltage-clamp
experiments, recordings were discarded if series resistances increased > 25% or

decreased > 20%.

Synaptic responses and data analysis

Synaptic responses were evoked by constant monophasic current pulses (50 psec,
25-300 pA) delivered through a stimulus isolation unit (WPI-A360, World Precision
Instr., Sarasota, FL) to a stimulating electrode (fine monopolar, resin-coated tungsten
electrode or concentric bipolar platinum-iridium electrode; Frederick Haer Co.,
Bowdoinham, ME) placed in stratum radiatum of CA1 region. Monosynaptic inhibitory
responses were pharmacologically isolated using 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX) and (%)-2-amino-5-phosphopentanoic acid (AP5) to block non-NMDA and
NMDA receptors, respectively. Stimulation intensity was adjusted so that the amplitude
of the fast GABA-mediated response was about 50% of maximum.

Inhibitory responses were evoked every 30 sec and cells were kept for further
analysis only if recordings were stable over a 10 min baseline period. Slices then
received either three trains of high frequency stimulation (HFS) or three episodes of
TBS delivered at 30 sec intervals. HFS consisted of 50 psec duration pulses repeated at
100 Hz for 1 sec and an individual episode of TBS was composed of five bursts
separated by 200 ms intervals (5 Hz), each burst consisting of four 100 psec pulses at
100 Hz. Following HFS or TBS, inhibitory responses were recorded for 30 min, and
untetanized control cells were recorded for a similar 40 min period. Tests in various
conditions were interleaved with control experiments.

The peak amplitude of early and late GABAergic responses was measured
relative to the pre-stimulus baseline using Clampfit 6/7 (Axon Instr.). Potentiation of
early and late responses in intracellular recordings with sharp electrodes was assessed by
comparing the average responses recorded during the last 5 min of baseline period (n=10
traces) to those acquired after 30 sec, 5-10 min, 15-20 min and 25-30 min post-tetanus
(n=10 traces) using repeated measures ANOVAs followed by Newman-Keuls tests (Fig.

1). In whole-cell recordings, early IPSP/C amplitudes were compared between the last 5
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min of baseline period and 25-30 min post-TBS using Student’s t-test. Data are

expressed as mean + SEM, and differences were considered significant when p < 0.05.

FPaired-recordings of GABAA unitary IPSCs

Unitary inhibitory postsynaptic currents (ulPSCs) were evoked during paired
whole-cell recordings from a synaptically connected interneuron, located in stratum
lacunosum-moleculare near its border with stratum radiatum, and a CA1 pyramidal cell,
as previously described (Bertrand and Lacaille, 2001). Briefly, interneurons were
recorded in whole cell current-clamp mode using an Axoclamp 2A amplifier and
pyramidal cells were voltage clamped at — 40mV with an Axopatch 200B amplifier
(Axon Instr.). ulPSCs were elicited by a single presynaptic action potential triggered by
somatic depolarization of the interneuron every 5 to 7 sec. To investigate the plasticity
of the interneuron-pyramidal cell synapse, the theta-burst stimulation (TBS) was
delivered to the interneuron intracellularly using current injection. During TBS, the
postsynaptic pyramidal cell was held in current clamp mode. uIPSCs were analyzed as
previously described (Bertrand and Lacaille, 2001). In summary plots, data from 13 to

18 consecutive IPSCs were binned and averaged across experiments.

Pharmacology

Concentrated stock solutions of CNQX, APS5 (Tocris Cookson, Ellisville, MO),
CGP55845 (Novartis, Basel, Switzerland), acetazolamide and (RS)-o-ethyl-4-
carboxyphenylglycine (E4-CPG; Tocris Cookson) were prepared in advance, frozen at —
20°C, and diluted to their final concentrations on the day of experiment. These agents
were bath applied throughout the recording period, except acetazolamide which was
perfused starting 20 min before the beginning of experiment. For experiments with
blocking activation of postsynaptic G-proteins, GTP was replaced by 100 pM
guanosine 5’-O-(2-thiodiphosphate) (GDP-B-S) in the intracellular solution. In
experiments where the Ca®" chelator 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N -tetra-

acetate (BAPTA) was added to the patch solution, K-gluconate was reduced to 110 mM



and EGTA was removed. All chemicals were purchased from Sigma (St-Louis, MO)

unless otherwise indicated.

Histology

In most whole-cell recordings, biocytin was added to the patch solution to
confirm morphologically that cells were pyramidal neurons. After recordings, slices
containing biocytin-filled cells were fixed at 4°C overnight with 4% paraformaldehyde
in 0.1 M phosphate buffer (PB) and were then washed and stored in 0.1 M PB. To
reveal biocytin, the slices were processed using the Vectastain ABC kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) as previously described (Chapman and Lacaille, 1999a),
air-dried for 24 h, mounted with DPX (Electron Microscopy Sciences, Ft Washington,

PA) and observed under a light microscope.

RESULTS
TBS induces LTP at GABA synapses

Stable intracellular recordings were obtained with sharp electrodes from 30 CAl
pyramidal cells that had a mean resting membrane potential of —56.9 + 0.9 mV, a mean
input resistance of 63 £ 3 MQ and a mean action potential amplitude of 85.6 + 1.4 mV.
When cells were held at subthreshold membrane potentials (-52.2 + 0.8 mV), Schaffer
collateral stimulation in the presence of CNQX (20 uM) and AP-5 (50 uM) evoked
biphasic IPSPs composed of an early GABAa-mediated component (peak latency: 27.5
+ 1.1 ms) and a late component dependent on GABAp receptors (peak latency: 269.0 +
5.6 ms). In untetanized cells, the amplitude of early IPSPs was stable for the 40 min
recording period (99 = 3 % of baseline), but the amplitude of late IPSPs slowly
decreased to 86 = 5 % of baseline after 40 min (Fig. 1A, C; n = 10). A similar small
« run-down » of late IPSPs was also observed previously (Perez et al., 1999). When
TBS was delivered, the amplitude of early IPSPs increased gradually to 114 + 3 % of
baseline at 5-10 min post-TBS, remained elevated at 15-20 min post-TBS (110 + 2 %; p
< 0.05, repeated measures ANOVA) and at 25-30 min post-TBS (106 + 3 % of baseline;
p <0.05, one-tailed; Fig. 1A,C), whereas the amplitude of late IPSPs declined to 87 + 7
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% of baseline, a level similar to that observed in untetanized cells. In contrast, both
early and late IPSPs were depressed to 68 + 8 % and 52 + 17 % of baseline, respectively,
immediately after high frequency stimulation (HFS) (Fig. 1B; p < 0.05). IPSPs then
returned to control levels within 5 min post-HFS and remained constant through 30 min
(early: 97 = 5 % of baseline, late: 79 + 4 % of baseline; Fig. 1C). Thus, while a selective
LTP of early GABA-mediated IPSPs was induced by TBS, HFS resulted in a transient

depression of both early and late IPSPs and did not exert long-term changes.

Postsynaptic G-protein activation is required for LTP

We next investigated the mechanisms of TBS-induced potentiation of early
GABA responses using whole-cell recordings. To determine if LTP could be elicited at
a temperature closer to physiological conditions, were carried out current-clamp
experiments at 32°C. Similar to that observed with intracellular recordings using sharp
microelectrodes at room temperature, the amplitude of early IPSPs increased
progressively and was potentiated to 122 + 9 % of baseline levels 30 min after TBS (n =
11; Fig. 2), suggesting that LTP of GABA, synaptic transmission can be expressed at a
near physiological temperature. Since G protein-coupled receptors are involved in
tetanization-induced long-term potentiation at inhibitory synapses in visual cortex
(Komatsu, 1996), we next examined whether blocking postsynaptic G proteins affected
the potentiation. This was done by replacing GTP in the patch solution with GDP-f-S
(0.1 mM). This substitution did not alter the baseline IPSPs (Fig. 2A) but abolished
TBS-induced LTP (101 * 6 % of baseline 30 min after TBS; n=5), indicating that
activation of postsynaptic G proteins in CAl pyramidal cells is required for the

induction of LTP of GABA4 synaptic responses.

LTP of synaptic currents does not involve changes in GABA release

Whole-cell voltage-clamp recordings were next conducted to verify that GABA4
inhibitory postsynaptic currents (IPSCs) could also be potentiated (holding potential
(Vh) = - 55 to -60 mV). Cells (n = 59) had electrophysiological properties (input

resistance, spike accommodation) characteristic of pyramidal cells and for 44 of them,
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biocytin-labelling confirmed their pyramidal nature. Monosynaptic early IPSCs were
completely blocked by bath application of bicuculline (25 pM), confirming that they
were mediated by GABA,4 receptors (data not shown). Consistent with current-clamp
results, we found that early IPSCs gradually increased in the first 2-5 min following TBS
(Fig. 3B) and were significantly potentiated to 141 + 13 % of baseline levels 30 min
post-TBS (n = 12). This potentiation was not attributed to changes in intrinsic properties
of pyramidal cells since input resistance (158 £ 11 MQ during baseline vs 163 £ 18 MQ
post-TBS) and holding current (-31 £ 11 pA during baseline vs -40 £+ 14 pA post-TBS)
were not affected by LTP (p > 0.3). The reversal potential of IPSCs (Ejpsc) was shifted
from -64.9 £ 0.5 mV during baseline to —69.1 + 0.6 mV during LTP (p < 0.05; n=75). It
is however unlikely that displacement in Epgc contributed to LTP because Epsc was
also significantly shifted towards hyperpolarized potentials at the end of recording in
untetanized cells (baseline: -64.6 = 1.2 mV; 30 min later: -66.8 £ 1.3 mV; p < 0.05; n=
7), in which IPSCs were not potentiated (102 = 5 % of baseline; n = 11). Although the
shift in Epsc appears more pronounced after TBS than in untetanized cells (-4.2 mV for
TBS-cells vs -2.2 mV for untetanized cells), this difference was not significant (t-test; p
> 0.1). Therefore, these results argue against a modification of Cl” gradient in LTP, and
suggest that the potentiation is mediated by an increase in GABA 4 receptor activity.

We wondered whether the potentiation of IPSCs was accompanied by presynaptic
changes in GABA release. To examine this question, we tested if changes in the paired-
pulse ratio (PPR), which is representative of changes in the probability of transmitter
release (Zucker, 1989) could be observed during LTP. Paired-pulse stimulation given at
a 75 ms interval generated two successive IPSCs that showed paired-pulse depression.
In untetanized cells, IPSC amplitude and PPR were both stable throughout the recording
period (Fig. 3Cy, D; PPR during baseline: 0.77 + 0.10; 30 min later: 0.86 + 0.09; p >
0.1; n = 5). During LTP, the increase in IPSC amplitude was not accompanied by a
change in PPR (Fig. 3C,, D; baseline ratio: 0.73 + 0.03; 30 min post-TBS: 0.74 + 0.04; n
= 5), suggesting that presynaptic mechanisms governing the release of GABA were not
affected during LTP.
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GABAj receptor activation in LTP

G-protein-coupled receptors play important roles in the modulation of GABA
synaptic transmission (Cartmell and Schoepp, 2000). Notably, GABAg receptors have
been reported to regulate inhibitory synaptic transmission following repeated stimulation
and/or postsynaptic depolarization (Komatsu, 1996; Kawaguchi and Hirano, 2000;
Kotak et al., 2001). We therefore wanted to determine whether G protein-dependent
mechanisms in LTP involved GABAjp receptors. The application of the GABAg
receptor antagonist CGP55845 (1-5 pM) affected GABA transmission in two ways.
First, the amplitude of IPSCs was transiently depressed to 85 = 8 % of baseline
immediately after TBS in the presence of CGP55845 (n = 10), as compared to a small
increase to 109 + 5 % of baseline in its absence (Fig. 4B; n = 12; t-test, p < 0.05).
Second, CGP55845 produced variable effects on the potentiation of IPSCs, blocking
LTP in half of cells tested (5/10) but not in the remaining ones. Overall, however, TBS
did not produce significant LTP in the presence of CGP55845 (118 + 12 % of baseline;
Fig. 4B, C; p > 0.1), suggesting that LTP of GABA synapses depends on GABAp
receptor activation.

The transient depression of IPSCs following TBS in the presence of the GABAp
receptor antagonist may result from an alteration of synaptic transmission during the
episodes of TBS because a slow inward current reaching —23.0 = 5.9 pA (n = 4) was
generated in presence of CGP55845, but not in its absence (-3.3 £ 1.1 pA; n = 5; Fig.
4D). A similar inward current has been described in CAl pyramidal cells following
intense stimulation and prolonged activation of GABA4 receptors (Kaila et al., 1997). It
has been attributed to bicarbonate (HCO5") efflux through GABA4 receptors (Grover et
al., 1993) or HCOs -dependent increase in extracellular K concentration (Smirnov et al.,
1999). Analogous mechanisms appear responsible for the generation of the inward
current during TBS because this current almost completely disappeared in the presence
of acetazolamide (2 pM), an inhibitor of carbonic anhydrase, the enzyme synthesizing
HCO5™ (Fig. 4D; -6.7 £ 2.4 pA; n = 8). It is therefore possible that CGP55845, by
blocking GABAp receptor-mediated presynaptic inhibition, may increase GABA release

and prolong GABA, receptor activation. This may in turn result in dendritic CI’
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accumulation and collapse of CI” gradient (Staley et al., 1995; Staley and Proctor, 1999),
which may promote HCOj3 -dependent currents.

To determine if this inward current is responsible for the transient depression of
IPSCs and inhibition of LTP, we examined whether simultaneous application of
CGP55845 and acetazolamide would eliminate the depression and restore LTP. While
the inward current disappeared, the transient depression (83 * 7 % of baseline) and
inhibition of LTP (122 * 13 % of baseline; n = 8) persisted in the presence of CGP55845
and acetazolamide (Fig. 4B, C). The results indicate that inhibition of presynaptic
GABAGB receptors generate a HCOs'-dependent inward current during TBS, but this is
not responsible for the inhibition of LTP of IPSCs. Thus, GABAp receptors located
postsynaptically, rather than presynaptically, may be those critical for LTP at GABA

synapses.

Group I/II mGluR antagonist attenuates LTP

As described above, GABAp receptor blockade did not always inhibit LTP,
suggesting that other mechanisms might also participate in this potentiation. Because
fast excitatory transmission by ionotropic glutamate receptors was blocked, but
metabotropic glutamate receptors (mGluRs) could still be activated, we tested if mGluR-
dependent mechanisms could be involved in LTP. The delivery of TBS during the
application of 500 pM E4CPG, a group /Il mGluR antagonist, resulted in an initial
gradual increase in IPSCs that was similar to that observed in control (Fig, 5B).
However, this potentiation reached a plateau about 10-15 min after TBS such that IPSCs
were only enhanced to 115 + 7 % of baseline 30 min post-TBS (n = 7), a level that was
not significantly different from baseline (Fig. 5B, C). This inhibition of LTP therefore
indicates that group I/Il mGluRs may also participate in LTP of inhibitory synaptic

transmission.

A postsynaptic Ca*" rise is needed at GABA synapses to elicit LTP
Given that mGluRs can trigger postsynaptic Ca®* elevations in hippocampal

neurons (Murphy and Miller, 1988), we next wanted to test if an increase in postsynaptic
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Ca®* is required to elicit LTP of IPSCs. As shown in Fig. 5B, LTP was induced when
the basal postsynaptic Ca®* level was only moderately buffered by a low concentration
(0.5 mM) of the Ca®* chelator EGTA present in the patch pipette (see methods; same as
in Fig. 3B). In contrast, when a high concentration of the Ca®>" chelator BAPTA (10
mM) was substituted for EGTA to prevent Ca®* elevation, LTP was abolished (Fig. 4B,
C; 95 £ 6 % of baseline; n = 9). These results therefore indicate that, as found for
plasticity at excitatory synapses (Malenka, 1991), a rise in postsynaptic Ca®* is also
required for the induction of LTP at GABA synapses onto CA1 pyramidal cells.

Short-term plasticity elicited by TBS in interneuron-pyramidal cell pairs

The results described so far were obtained using extracellular stimulation in
stratum radiatum which activates several inhibitory/excitatory fibres. To determine if
LTP could also be induced by activation of a single interneuron, we obtained paired
whole-cell recordings from synaptically-connected interneurons in stratum lacunosum-
moleculare (LM) and pyramidal cells (PYR). Five of 93 LM-PYR pairs obtained were
synaptically connected, which corresponds to 5.4 % of all cell pairs tested (Bertrand and
Lacaille, 2001). The intracellular delivery of TBS to a single LM interneuron resulted in
short-term potentiation (STP) of average unitary IPSC (uIPSC) amplitude in 3 of the 5
pairs tested (Fig. 6), and no changes in the remaining 2 pairs.- In the 3 pairs with
changes, the average amplitude of ulPSCs (including failures) was significantly
increased until 180 sec post-TBS and returned to control values 360 sec post-TBS (Fig.
6Aay; Bb;). This STP of ulPSCs was associated with a significant decrease in failure
rate, as the percentage of failures decreased from 75.3 + 3 % to 62.2 = 4 % 90 sec post-
TBS and further to 60.7 + 13 % 180 sec post-TBS, before returning to control level 360-
450 sec after TBS (Fig. 6Bb;). In contrast, the amplitude of uIPSC was not affected
when failures of synaptic transmission were excluded (Fig. 6Aa,, Bbs). These results
demonstrate that at synapses between individual LM interneuron and pyramidal cells,
TBS activation elicits solely short-term changes, which are likely to involve presynaptic
mechanisms. Thus, cooperativity among inhibitory and excitatory inputs appears to be

required for LTP.
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DISCUSSION

The major findings of the present study are that tetanization at 100 Hz produced
short-term depression of both GABA, and GABAGp responses of CA1 pyramidal cells,
whereas theta-patterned stimulation induced selective long-term potentiation of
monosynaptic GABA, responses. This is markedly different from plasticity at
excitatory synapses of CAl pyramidal cells, where both tetanic and theta-patterned
stimulation reliably induce LTP (Larson et al., 1986; Davies et al., 1991). The
examination of the signalling pathways mediating TBS-induced LTP of inhibition
revealed that postsynaptic G protein-dependent mechanisms are necessary for LTP
induction, probably through activation of postsynaptic GABAg receptors and group VI
mGluRs, and that a rise in postsynaptic Ca®" is also required. Moreover, we found that
concomitant activation of several interneurons/presynaptic fibers appears necessary to
induce LTP since the intracellular delivery of TBS to a single interneuron resulted only
in a transient increase in GABA, responses at individual interneuron-pyramidal cell

synapses.

Synaptic inhibition regulated at several sites in the hippocampal circuit

Perez et al. (1999) previously reported that both early GABA, and late GABAg
components of polysynaptic IPSPs, evoked in pyramidal cells by stimulation of local
inhibitory circuits, displayed long-lasting enhancement following theta-patterned
stimulation. A long-lasting enhancement was present following 100 Hz tetanization
only when postsynaptic Ca*" elevation was prevented. This activity-dependent plasticity
of polysynaptic responses was also prevented by NMDA receptor blockade. In contrast,
the present study of pharmacologically isolated monosynaptic GABAergic responses,
has determined that only GABAa-mediated monosynaptic IPSPs are enhanced after
theta-patterned stimulation by NMDA receptor independent processes. The different
mechanisms involved in the long-term plasticity of polysynaptic versus monosynaptic
responses indicate that these phenomena may involve changes at distinct sites in the
circuit. For monosynaptic responses, direct modulation of GABA synapses may be
induced by TBS. For polysynaptic responses, since feedforward and feedback excitatory

inputs to interneurons are functional, TBS-induced LTP at excitatory synapses of
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pyramidal cells may passively propagate to interneurons (Maccaferri and McBain, 1995)
and/or LTP may occur directly at excitatory synapses of interneurons (Ouardouz and
Lacaille, 1995; Perez et al., 2001). These changes may lead to an increase in synaptic
activation of interneurons, resulting in an enhancement of GABA release and
potentiation of inhibition in pyramidal cells. Thus, theta-patterned activation may
influence inhibition of pyramidal neurons by regulating synaptic transmission at many
levels in the hippocampal circuit. Moreover, the activation of multiple processes by
theta patterned stimulation could explain why a potentiation of late IPSPs was observed
only for polysynaptic and not for monosynaptic responses, since changes leading to
enhanced activation of interneurons and GABA release are observed solely in

polysynaptic recording conditions.

Frequency-dependent plasticity of monosynaptic GABA, responses

The modulation of GABAergic synapses in the adult hippocampal CAl region
appears highly dependent on tetanization parameters and may switch from a sustained
enhancement of GABA4 synaptic function to a transient depression of both GABA4 and
GABAGB responses with increased frequency of repetitive stimulation. The depression
following 100 Hz tetani could involve presynaptic mechanisms because both early and
late components of IPSPs were affected. A transient depression of early IPSCs was also
observed when TBS was given in presence of a GABAg receptor antagonist. Although
we did not investigate the underlying mechanisms, we believe that a shift in the CI’
gradient leading to dendritic inward current and suppression of GABA responses is
unlikely to contribute since the depression persisted even though the inward current was
prevented with the carbonic anhydrase inhibitor acetazolamide. Alternatively, a
depletion of releasable vesicles caused by increased GABA release during sustained
tetanization (HFS), as well as during TBS when GABAGp receptor-mediated presynaptic
inhibition was removed, could account for the short-term depression (Jensen et al.,
1999b). In turn, this depletion of releasable vesicles may have precluded the activation
of postsynaptic mechanisms, which could explain the absence of LTP of monosynaptic

GABAA responses following HFS.
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The effectiveness of theta-patterned stimulation in inducing LTP at excitatory
synapses has been linked to a transient reduction in GABAergic transmission via
presynaptic GABAp autoreceptors (Davies et al., 1991). For the potentiation of GABA
transmission, however, TBS may result in LTP because of an effective activation of
postsynaptic GABAp receptors, mGluRs and Ca”*-dependent processes, while not
activating other mechanisms that contribute to depression (Stelzer et al., 1994; Stelzer

and Shi, 1994).

LTP involves postsynaptic mechanisms

The suggestion that postsynaptic changes are involved in LTP is supported by the
observations that 1) TBS potentiates selectively GABA,, but not GABAR responses, 2)
PPR is unaffected by LTP, 3) the reduction of LTP by a GABApg receptor antagonist
persisted after the elimination of the slow inward current resulting from presynaptic
GABAGp receptor blockade, 4) blocking activation of postsynaptic G proteins prevents
LTP and 5) the LTP is also prevented by postsynaptic injection of BAPTA. GABAj4
receptors contains phosphorylation sites for protein kinases and their function may be
regulated depending on their phosphorylation/dephosphorylation state (Smart, 1997).
Since GABAp receptors are linked to cyclic AMP (cAMP) production (Cunningham and
Enna, 1996), signalling via cAMP/protein kinase A pathways could participate in LTP.
Although reports concerning the potentiation of hippocampal GABA, receptor function
by PKA-dependent phosphorylation remain controversial (Kapur and Macdonald, 1996;
Poisbeau et al., 1999), such effects on GABA4 synaptic transmission need to be
explored in detail in CAl region. Alternatively, modifications in protein phosphatases
activity might also be involved (Wang et al., 2003).

A displacement of Epgc toward hyperpolarized potentials was observed during
whole-cell recordings, which should increase the CI” driving force. Activity-dependent
shifts in CI' reversal potential have been reported, but these changes were toward
positive membrane potentials which decreased inhibitory transmission (Sun et al., 2000;
Gusev and Alkon, 2001). During development, the action of GABA switches from
excitatory to inhibitory because of an increased expression of the K'-CI cotransporter 2

(KCC2), which shifts the Cl” reversal potential toward more hyperpolarized potentials
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(Clayton et al., 1998). However, it is unlikely that the shifts in Epsc were critically
involved in the potentiation of IPSCs in the present study since similar shifts were also
present in untetanized cells that did not show potentiation of IPSCs.

While long-term GABAergic plasticity has been reported to result from
postsynaptic changes in layer V neurons of the visual cortex (Komatsu, 1996) and in
layer II/III neocortical pyramidal cells (Holmgren and Zilberter, 2001), LTP of
GABAergic transmission in the hippocampus has mainly been linked to presynaptic
changes. Shew et al. (2000) demonstrated that 100 Hz tetanization induces a GABAg
receptor-dependent LTP of early IPSPs in rat CAl pyramidal neurons during
development. The GABAj receptors that mediate this effect are thought to be located
presynaptically because irreversible activation of postsynaptic G-proteins by GTP-y-S
did not prevent the potentiation. In addition, Kang et al. (1998) described a potentiation
of GABA4 synaptic transmission induced by repetitive activation of interneurons that
triggers GABAp receptor-dependent intracellular Ca®* elevation in astrocytes. This
potentiation was also induced by direct stimulation of astrocytes and blocked by
preventing astrocytic Ca®* rises. However, since ionotropic glutamate receptor
antagonists blocked this astrocyte-mediated potentiation, it is unlikely that such
mechanisms contribute to the TBS-induced potentiation of monosynaptic IPSP/Cs
observed here. Thus, the present results are, to our knowledge, the first indication that
long-term potentiation at adult hippocampal GABA synapses involves postsynaptic
GABAGg receptor activation. These results are consistent with a growing body of
evidence reflecting the importance of GABAp receptors for the long-term regulation of
inhibitory synaptic transmission in different brain areas (Komatsu, 1996; Kawaguchi and

Hirano, 2000, 2002; Kotak et al., 2001).

Cooperativity requirement for LTP

The intracellular delivery of TBS to a single interneuron resulted in a short-term
increase in uIlPSCs in pyramidal cells. A similar transient IPSC increase has been
observed following tetanic stimulation in paired recordings in culture (Jensen et al,,
1999a). The absence of long-term increase during paired recordings suggests that the

activation of a single interneuron is insufficient for LTP induction at GABA synapses.
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This may result from the fact that simultaneous stimulation of several interneurons is
necessary to activate postsynaptic GABAp receptors (Scanziani, 2000; Bertrand et al.,
2001) or that mechanisms others than those activated by GABA are involved.
Interestingly, Komatsu (1996) reported that tetanization-induced LTP of inhibitory
transmission in the visual cortex required GABAp receptor activation as well as
postsynaptic Ca®* rise linked to o-adrenoceptor and/or 5-HT; receptor activation. The
implication of GABA-independent mechanisms in TBS-induced LTP is supported by the
observation that the potentiation of IPSCs is prevented by a group I/II mGluR
antagonist. mGluRs play important roles in excitatory LTP in area CA1 (Bashir et al.,
1993) as well as in LTP at excitatory synapses of oriens-alveus interneurons (Perez et
al., 2001). However, while it is well known that mGluRs can decrease the release of
GABA (Desai et al., 1994; Gereau and Conn, 1995), information concerning their role in
long-term regulation of inhibitory transmission is scarce (Liu et al., 1993; Chevaleyre
and Castillo, 2003).

How can mGluRs affect the transmission at GABA synapses? TBS also triggers
the release of glutamate from excitatory fibers, which may spillover and activate
perisynaptic mGluRs located at proximity of GABAergic synapses on pyramidal cells
(Baude et al., 1993; Lujan et al., 1997). Given that group I mGluRs are linked to
inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) formation and release of Ca®* from internal stores
(Murphy and Miller, 1988), they could trigger Ca®" signals leading to LTP. Because in
some cells, a residual LTP persisted in presence of the GABAp receptor antagonist, it is
possible that the strength of stimulation of Schaffer collateral fibers which impinged on
those cells may have been sufficient to provide appropriate mGluR-mediated signalling
to induce potentiation. Further, it remains to be examined if, as reported for astrocytes
(Kang et al., 1998), GABAp receptors can generate Ca®' rises in CAl pyramidal cells
which may be sufficient for LTP induction. Thus, we suggest that the co-activation of
GABAergic and glutamatergic mechanisms, either in parallel or in synergy (Hirono et
al., 2001), may cooperatively lead to LTP of GABA, synaptic transmission in adult

pyramidal cells.
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Functional significance

The hippocampal theta rhythm may contribute to learning and memory by
promoting plasticity at excitatory synapses. Our work indicates that theta-patterned
activity also induces plasticity at GABAergic synapses. What is the physiological
relevance of this strengthening of GABA synapses ? LTP can be induced at Schaffer
collateral-pyramidal cell synapses by either TBS or 100 Hz tetani. However, LTP of
field EPSPs (fEPSPs) was of larger magnitude following TBS than 100 Hz tetani, when
GABA, inhibition was blocked by bicuculline (Chapman et al., 1998). This unmasking
of LTP of fEPSPs by bicuculline may reflect a sustained increase in inhibition induced
by TBS, opposing the LTP at excitatory synapses (Chapman et al., 1998). Thus, the
physiological relevance of LTP at GABA synapses may be an activity-dependent
regulation of excitability of pyramidal cells. In addition, since inhibitory interneurons
contribute to pacing of theta oscillations in the hippocampus (Chapman and Lacaille,
1999a & b), theta-dependent strengthening of GABA synapses may serve to reinforce
their role in hippocampal theta activity. Finally, rhythmic activation of excitatory and
inhibitory inputs to pyramidal cells appear necessary to cooperatively promote plasticity
of GABA synapses. Such cooperative induction of plasticity at inhibitory synapses may
provide a novel mechanism through which hippocampal excitability can be modulated
adaptively in an activity-dependent manner, and thus participate in the processes

mediating learning and memory.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Long-term potentiation (LTP) of monosynaptic early IPSPs is induced by
theta-burst stimulation (TBS) but not by high frequency stimulation (HFS) in CAl
pyramidal cells.

Cells recorded intracellularly received either TBS (A) or HFS (B). A. Average
monosynaptic IPSPs from a representative cell (a;) and graphs of the early (a2) and late
(a3) IPSP amplitude for all cells tested prior to (1) and after (2,3) delivery of TBS in
stratum radiatum. Fast GABA-mediated responses (@), but not late GABAg-mediated
IPSPs (A), were gradually increased following TBS. B. Results for cells that received
HFS. Early (b,) and late (b3) [PSPs were depressed immediately after HFS and returned
to control levels within 5 min. Arrows indicate the times that TBS or HFS were
delivered. In this and subsequent figures, numbers (1-3) indicate times at which traces
were taken. C. Summary histogram of average IPSP amplitude in untetanized cells,
following TBS and 100 Hz tetani (n = 10 per group), illustrating the selective
potentiation of early IPSPs 30 min post-TBS.

Figure 2: LTP requires postsynaptic G-protein activation.

A. Examples of average IPSPs obtained before (1) and after (2) TBS in whole-cell
current-clamp recordings when the patch solution contained GTP (a;) or GDP-B-S (a32).
B. Graph of IPSP amplitude in cells containing GTP (®) or GDP-B-S (O). LTP of
IPSPs induced by TBS was abolished in cells in which GDP-B-S was present to block
the activation of G proteins. C. Histogram of average IPSP amplitude 30 min after TBS
showing the unchanged IPSPs in untetanized cells, the significant potentiation of IPSPs
in cells receiving TBS, and the abolition of LTP in cells loaded with GDP-B-S
(*p<0.05). Numbers in parentheses indicate the number of cells recorded in each

condition.

Figure 3: Paired-pulse ratio of IPSCs is not affected following LTP induction.
Representative [IPSCs from an untetanized cell (a;) and a cell that received TBS (a;). B.

Mean amplitude of IPSCs in untetanized cells (0; n=11) and cells that received TBS (e;
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n=12), showing LTP of IPSCs following delivery of TBS. C. Paired-stimulation given
at a 75 ms interval produced similar paired-pulse depression of IPSCs in an untetanized
cell (c;) and a cell that received TBS (c;). D. Histogram of the paired-pulse ratio (PPR)
during the control period (open bars) and 30 min later (filled bars) in untetanized cells,
or during LTP in cells that received TBS. No change in PPR was found in either group

of cells. Numbers in parentheses indicate the number of cells tested.

Figure 4: TBS-induced LTP of IPSCs depends on GABAg receptor activation.

A. Examples of IPSCs obtained from a cell in the presence of 2 uM CGP55845 (a;) and
2 uM CGP55845 + 2 pM acetazolamide (actz) (a;). B. Graph of average IPSC
amplitude for cell groups in CGP55845 (A) and CGP55845 + acetazolamide (V).
Notice the similar changes in IPSCs in both conditions. IPSCs in normal ACSF (TBS
alone; O) are illustrated for comparison (same as in Fig. 3). C. Summary histogram of
average IPSC amplitudes showing that the LTP induced by TBS was inhibited by
CGP55845 alone and by CGP55845 co-applied with acetazolamide. D. Mean responses
from 3 episodes of TBS obtained from a cell in control ACSF (leff), in presence of
CGP55845 (middle) and CGP55845 + acetazolamide (right). Note that the slow inward
current generated during the application of the GABAg receptor antagonist disappeared
when acetazolamide was added. The dotted line corresponds to the baseline level before

the delivery of TBS.

Figure 5: LTP of IPSCs is reduced by a group I/Il mGluR antagonist and is abolished by
postsynaptic Ca?* chelation.

A. Representative IPSCs recorded before and after TBS during perfusion with 500 pM
E4-CPG (a)) and in a cell loaded with 10 mM BAPTA (a;). B. The average IPSC
amplitudes show a considerable decrease in the potentiation of IPSCs in E4-CPG (@)
and the prevention of LTP when cells were loaded with BAPTA (<{). Data for cells
recorded with a standard patch solution (TBS alone O; 0.5 mM EGTA; see methods)

has been added for comparison (same as in Fig. 3). C. Summary histogram illustrating
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that TBS-induced potentiation of IPSCs is inhibited by 500 pM E4-CPG and blocked by
10 mM BAPTA.

Figure 6: Short-term potentiation of unitary IPSCs during paired interneuron-pyramidal
cell recordings.

A. Superimposed average ulPSCs including (a;) and excluding (a;) failures recorded
from a representative lacunosum-moleculare interneuron—-pyramidal cell pair (LM-PYR)
in control, 90 sec and 180 sec after TBS. The pyramidal cell soma was held at -40mV
(holding potential (Vh), top traces). ulPSCs were generated by a single spike
(membrane potential (Vm), middle traces) evoked by somatic current injection (bottom
traces) in the interneuron in current-clamp mode. B. Histograms of average ulPSCs
including failures (b,), average failure rate (b,) and average ulPSCs excluding failures
(b3) for all pairs tested (n=3). The transient increase in ulPSCs following TBS is

accompanied by a decrease in the failure rate of synaptic transmission (* p < 0.05).
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ABSTRACT

In hippocampal pyramidal cells, the efficacy of synaptic transmission at GABAergic
synapses, is modulated by activity. However, whether such plasticity occurs at
inhibitory synapses on interneurons remains largely unknown. Using whole cell
voltage-clamp recordings of inhibitory postsynaptic currents (IPSCs) in rat hippocampal
slices, we examined if GABA synapses of stratum radiatum interneurons were affected
by stimulation protocols known to alter efficacy at inhibitory synapses of CAl
pyramidal cells. Monosynaptically evoked IPSCs exhibited different properties with
significantly faster kinetics, higher coefficients of variation, an I-V relationship shifted
to depolarized values and a smaller paired-pulse depression, in interneurons than in
pyramidal cells. GABA synapses on interneurons also showed a different capacity for
plasticity. Indeed, theta-burst stimulation induced a long-term potentiation of e[PSCs in
both cell types, but the induction mechanisms differed in interneurons since it was not
affected by antagonists of GABAjp receptors and group I/Il mGluRs. Furthermore, 100
Hz tetanization selectively elicited a short-term depression of eIPSCs in pyramidal cells.
A postsynaptic depolarization produced a transient suppression of e[PSCs
(depolarization-induced suppression of inhibition) in pyramidal cells but not in
interneurons. Spontaneous IPSCs were similarly reduced following depolarization in
pyramidal cells, but not in interneurons. These results indicate that GABA synapses of
stratum radiatum interneurons exhibit different properties and capacity for activity-
dependent plasticity than those of pyramidal cells. This cell-type specific mode of
transmission and adaptive regulation of GABA synapses may contribute to hippocampal

plasticity and functions.
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INTRODUCTION

Activity-dependent synaptic plasticity have largely focused on central
glutamatergic excitatory synapses (Malenka & Nicoll, 1999). Growing evidence
indicate that synaptic transmission at GABA synapses is also modulated by neuronal
activity, via multiple activity-dependent changes and in a region-specific manner
(Gaiarsa et al., 2002). GABA synaptic responses can be transiently depressed by Ca*'-
dependent mechanisms after a postsynaptic membrane depolarization in hippocampal
pyramidal cells and cerebellar Purkinje cells (depolarization-induced suppression of
inhibition, DSI) (Llano et al., 1991; Pitler & Alger, 1992). In the latter, DSI is followed
by a depolarization-induced potentiation of inhibition and a rebound potentiation, which
respectively arise from an increase in GABA release by retrograde activation of
presynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and an enhancement in
postsynaptic GABA, receptor responsiveness (Kano et al., 1996; Duguid & Smart,
2004). GABAergic synaptic transmission also exhibit long-term depression (LTD) or
long-term potentiation (LTP) in immature hippocampal pyramidal cells, which depends
on activation or blockade of NMDA receptors, respectively (McLean et al., 1996). High
frequency stimulation and coincident pre- and postsynaptic activity have also been
shown to elicit long-term modifications at GABA synapses onto CAl pyramidal cells
(Lu et al., 2000; Shew et al., 2000; Chevaleyre & Castillo, 2003; Woodin ef al., 2003).

Synaptic mechanisms differ at glutamatergic mossy fiber synapses of dentate
gyrus interneurons and CA3 pyramidal cells (Geiger et al., 1997), as well as between
mossy fiber synapses of CA3 interneurons and pyramidal cells (Lei & McBain, 2002;
Walker et al., 2002). The types of short- and long-term synaptic plasticity expressed at
these interneuron vs pyramidal cell glutamate synapses was also shown to be different
(Maccaferri & McBain, 1996; McMahon & Kauer, 1997; Cowan et al., 1998; Christie et
al., 2000; Aaron & Dichter, 2001; Perez et al, 2001). Similar cell-type specific
regulation of synaptic transmission also exists at hippocampal GABA synapses since
IPSC kinetics were reported to be different between CAl interneurons and pyramidal
cells (Hajos & Mody, 1997) as well as between dentate basket cell-basket cell synapses
vs basket cell-principal cell synapses (Bartos et al., 2001, 2002). Moreover, although
Hoffmann et al. (2003) reported recently that a postsynaptic depolarization fails to
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induce DSI in interneurons, information about the plastic properties of GABA synapses
is largely lacking in hippocampal inhibitory interneurons. Nevertheless, plasticity at
these synapses may be important for our understanding of network alterations during
hippocampal plasticity.

We recently found that theta-bursts stimulation induces LTP at GABA synapses
of pyramidal cells (Patenaude et al, 2003). Given the heterogeneous properties of
glutamate synaptic mechanisms and plasticity in pyramidal cells and interneurons, we
examined if plasticity of GABA synapses differs between interneurons and pyramidal
cells. Specifically, we explored whether theta-bursts stimulation (TBS), high frequency
stimulation (HFS) and a postsynaptic depolarization, three paradigms known to
respectively induce LTP, a short-term depression and a transient suppression of
inhibitory synaptic transmission in pyramidal cells (Pitler & Alger, 1992; Patenaude et
al., 2003), produced similar effects in interneurons. Our results reveal that GABA
synapses on CAl stratum radiatum interneurons exhibit differences in synaptic

transmission and plasticity.

METHODS
Slice preparation

All experiments were carried out according to the guidelines of the local Animal
Care Committee at Université de Montréal. Male Sprague-Dawley rats (4-6 weeks)
were anesthetized by inhalation with 2% halothane (MTC Pharmaceuticals, Cambridge,
Ontario, Canada) and decapited. Brains were removed and placed in cold oxygenated
(95% 0,/5% CO,) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): 124 NaCl,
5 KCl, 1.25 NaH,PO,, 2 MgSQOy4, 2 CaCl,, 26 NaHCO; and 10 dextrose (pH~7.4, 295-
310 mOsm). Hippocampal slices (300 pm) were prepared with a Leica VT1000S
microtome (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany), were allowed to recover for at
least 1h and were transferred to a recording chamber continuously perfused at 2-3 ml
min” with oxygenated ACSF at room temperature. Neurons located in the CA1 region

were identified visually with the aid of an upright microscope (Zeiss Axioskop,
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Thornwood, NY, USA) equipped with a long-range water immersion objective (40X,

Nomarski optics) and an infrared camera (Cohu 6500, San Diego, CA, USA).

Whole-cell recording

Patch pipettes (3-6 MQ) were pulled from borosilicate capillaries (0.d.: 1.0 mm,
i.d.: 0.58 mm) on a P-97 Flaming-Brown micropipette puller (Sutter Instrument Co.,
Novato, CA, USA). Patch pipettes were filled either with (in mM): 140 K-gluconate, 5
NaCl, 2 MgCl,, 10 N-2-hydroxyethylpiperazine-N -2-ethanesulfonic acid (HEPES), 0.5
ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N -tetraacetic acid (EGTA), 10
phosphocreatine, 2 ATP-tris, 0.4 GTP-tris and 0.1-0.2 % biocytin (pH adjusted to 7.2-
7.3 with KOH, 275-285 mOsm) for experiments with theta burst (TBS) or high
frequency stimulation (HFS), or with (in mM) 100 CsMeSO3, 60 CsCl, 10 HEPES, 1
MgCl,, 0.2 EGTA, 5 QX-314, 2 ATP-tris, 0.4 GTP-tris and 0.1-0.2 % biocytin (pH
adjusted to 7.2-7.3 with CsOH, 280-290 mOsm) for DSI experiments. Whole-cell
voltage-clamp recordings were made at room temperature from CA1 pyramidal cells or
interneurons located in stratum radiatum (RAD), near stratum lacunosum-moleculare
border, using a Multi-Clamp 700A amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, USA).
In some experiments, current pulses (1 sec duration, -100 to 450 pA in 50 pA
increments) were given in current-clamp mode to verify the cell firing pattern. Cells
were discarded if the series resistance varied by more than 20% during the course of an
experiment. After recordings, slices containing biocytin-filled cells were processed for a
morphological identification, as previously described (Chapman & Lacaille, 1999b;
Patenaude et al., 2003).

Electrical stimulation and data analysis

Synaptic responses were evoked by monophasic constant current pulses (50
psec) delivered through a stimulus isolation unit (WPI-A360, World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) to a concentric bipolar stimulating electrode (Frederick
Haer Co., Bowdoinham, ME, USA) placed in stratum radiatum of CA1 area. Inhibitory
responses were low-pass filtered at 2 KHz (-3 dB), analog-filtered at 1 KHz (8 pole
bessel filter model 900, Frequency Devices, Haverhill, MA, USA) and digitized at 5 or
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10 KHz on a PC computer using a Digidata 1200 interface and pClamp9 software (Axon
Instr.). Monosynaptic inhibitory postsynaptic currents (e[PSCs) were isolated by the
addition of 20 pM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) and 50 uM (%)-2-
amino-5-phosphopentanoic acid (AP5) to block ionotropic glutamate receptors. To
determine the effect of TBS and HFS, eIPSCs were evoked at low frequency (0.033 Hz)
for a 10 min stable baseline period at stimulation intensity adjusted for IPSCs of
approximally 50% maximum amplitude. Slices then received either three episodes of
TBS (each episode composed of five bursts separated by 200 ms, each burst consisting
of four 100 usec pulses at 100 Hz) or three trains of HFS (100 psec pulses repeated at
100 Hz for 1 sec) delivered at 30 sec intervals. Stimulation parameters were then
returned to baseline and eI[PSCs were recorded for 30 min. Average eIPSCs during the
last 5 min of baseline period were compared to those acquired 2.5 or 30 min following
tetanization. The delivery of paired stimuli (75 ms interval) allowed to measure the
paired-pulse ratio (PPR), which was obtained by comparing the amplitude of the second
IPSC relative to the first one (PPR=IPSC,/IPSC,). In pyramidal cells, the first IPSC had
not fully recovered when the second pulse was delivered and so, the decaying phase of
the first IPSC served as baseline for the second IPSC. The coefficient of variation (CV"
2) and reversal potential of IPSCs (Ejpscs) were determined prior to tetanization. Ccv?
was calculated using the equation CV? = SD/M, where M is the mean IPSC amplitude
and SD is the standard deviation of the responses (Malinow & Tsien, 1990). IPSC
reversal potential (E;psc) was obtained by a linear fit of the peak IPSCs measured at
different membrane potentials (from —50 to =75 mV, in 5 mV increments).

For DSI experiments, e[PSCs were evoked at 0.2 Hz before and after
postsynaptic membrane depolarization from —70 to 0 mV for periods lasting 1, 3 and 5
sec. For each voltage step duration, five DSI episodes were elicited at 120 sec intervals
and averaged. Mean DSI was expressed as the percent decrease in the amplitude of the
first 3 eIPSCs immediately after the depolarization relative to the 5 control IPSCs
preceeding the depolarization (DSI=100 (1-(ampape/ampperore)). DSI was also assessed
on spontaneous IPSCs (sIPSCs), which were measured in the same cells with a detection

threshold set at 2-3 times the rms of the background noise, and were accepted after
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visual inspection. The mean DSI of sIPSCs was obtained by measuring the cumulative
charge transfer (sum of area under all sIPSCs) in the 5-sec period after the
depolarization (lasting 5 sec) relative to the sIPSCs taken 5 sec prior to the depolarizing
step. The first second of data following the depolarization was discarded to eliminate
the influence of voltage-dependent currents on sIPSCs. All data are expressed as mean
+ SEM. Differences were considered significant at p < 0.05 using Student’s t-tests or
ANOVAs.

RESULTS
Different properties of IPSCs in radiatum interneurons

Growing body of evidence indicates that some inhibitory fibers contacting RAD
interneurons and pyramidal cells may originate from distinct sources and exhibit
different properties. For instance, some hippocampal interneurons are specialized to
selectively innervate other interneurons (Acsady et al., 1996; Gulyas ef al., 1996), and
interneurons may receive selective inputs from septal GABAergic afferents (Freund &
Antal, 1988). In addition, inhibitory afferents from a common source may have target-
specific mechanisms (Gupta er al., 2000). Thus, we first caracterized the basic
mechanisms of GABA synapses between RAD interneurons located near the lacunosum-
moleculare border and pyramidal cells. With cells held at —50 to =55 mV and with
potassium gluconate as the main electrolyte, monosynaptic fast e[PSCs consisted of
outward currents (Fig. 1). These eIPSCs were completely blocked by 25 pM
bicuculline, confirming that they were GABA4 receptor mediated (n=10; data not
shown). The analysis of eIPSC kinetics revealed that the rise time and the width at half
amplitude of eIPSCs were faster in interneurons (Fig 1A). The current-voltage (I-V)
relationship of eIPSCs also proved to be different and the observed reversal potential of
eIPSCs (Eepsc) was shifted by ~5 mV toward positive values in interneurons (Fig. 1B).
We next tested if presynaptic GABA release properties also differed in RAD
interneurons by measuring the paired-pulse depression of eIPSCs. Consistent with
differential release mechanisms, we found that the depression of the second IPSC (75 ms

interval) was significantly less in interneurons (Fig. 1C). Additionally, the coefficient of



78

variation (CV™?) of eIPSCs was twofold higher in interneurons (Fig. 1D). Given that
stimulation was applied in stratum radiatum, the faster time course of eI[PSCs in RAD
interneurons may simply result from a somatic origin of eIPSCs in these cells relative to
a dendritic origin for those in pyramidal cells. In an attempt to verify this possibility, we
measured the amplitude, rise time and decay time constants of sIPSCs recorded with a
high chloride intracellular solution. These measurements revealed that sIPSCs had a
similar amplitude in interneurons and pyramidal cells, but exhibited slower rise time and
faster decay time in RAD interneurons. The properties of e[PSCs and sIPSCs in RAD
interneurons and pyramidal cells are summarized in Table 1. Taken together, these
results indicate important basic differences in IPSC properties and presynaptic GABA

release mechanisms at GABA synapses on RAD interneurons and pyramidal cells.

TBS-induced LTP in RAD interneurons

Because some basic properties of eI[PSCs were different in RAD interneurons
and pyramidal cells, we investigated if activity-dependent plasticity also differed at these
synapses. Theta-burst stimulation (TBS) has previously been demonstrated to induce
long-term potentiation (LTP) of monosynaptic GABA, transmission in pyramidal cells
(Perez et al., 1999; Patenaude et al., 2003). We therefore examined whether LTP could
also be elicited at GABA synapses impinging on RAD interneurons. As shown in Fig.
2, TBS significantly increased the amplitude of eIPSCs in pyramidal cells, and this
potentiation persisted for at least 30 min (127 + 6% of control, n=10; Fig, 2B). In
individual cells, the significant potentiation was observed in 7 out of 10 pyramidal cells
and reached 137 + 2 % of control (Fig 2A, C; n=7). For RAD interneurons, TBS also
induced a significant increase in e[PSCs at 30 min post-TBS for all cells tested (130 +
14 % of control; Fig 2E; n=10). In individual cells, LTP induction was less consistent in
RAD interneurons and half of them (5/10) displayed a significant increase in eIPSCs
(Fig. 2E). In these five cells, the potentiation of eI[PSCs reached 163 + 18 % of control
at 30 min post-TBS (Fig. 2D, F; n=5). To test if the variability was due to
heterogeneous subgroups, we compared the membrane and IPSC properties of RAD

interneurons with and without LTP. As indicated in Table 2, we did not find any
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significant differences in these parameters between interneurons expressing or not LTP.
In pyramidal cells, TBS-induced LTP of IPSCs depends on the cooperative activation of
postsynaptic GABAp receptors and group I/II metabotropic glutamate receptors
(Patenaude et al., 2003). We confirmed this and found that combined application of
antagonists for GABAp receptors, 5 pM CGP 55845, and group I/Il mGluRs, 500 uM
E4-CPG, abolished LTP of eIPSCs in pyramidal cells (102 = 8 % of control; n=4). We
tested if LTP in RAD interneurons involved similar mechanisms. In contrast to
pyramidal cells, combined application of CGP 55845 and E4-CPG did not prevent LTP
in interneurons (LTP incidence: 3 of 7 cells tested). The magnitude of potentiation was
not affected and eIPSCs were potentiated to 149 £ 19 % of control at 30 min post-TBS
in cells with LTP (Fig. 2D, F; n=3). Thus, long-lasting facilitation of GABA synaptic
transmission following rhythmic stimulation at theta frequency is a phenomenon
expressed in RAD interneurons and pyramidal cells, but the induction mechanisms

appear different in RAD interneurons.

Absence of tetanization-induced short-term depression of IPSCs in RAD
interneurons

We previously reported that 100 Hz tetanic stimulation resulted in a transient
depression (approximately 2-5 min) of inhibitory synaptic transmission in adult CAl
pyramidal cells, and that this depression could involve presynaptic mechanisms since
both GABA4 and GABAg components of IPSPs were affected (Patenaude ef al., 2003).
We observed a similar depression of eIlPSCs 2.5 min after HFS in pyramidal cells (71 £
5 % of control; p < 0.05; Fig. 3A, B; n=8) and found that, consistent with a presynaptic
mechanism, the depression was associated with a significant difference in the paired-
pulse ratio (PPR) of e[PSCs (0.64 + 0.03 in control vs 0.80 + 0.05 after HFS; Fig. 3C).
IPSC amplitude and PPR returned to control levels within 5-10 min and remained
constant for the 30 min period post-tetanus (amplitude: 111 + 9 % of control; PPR: 0.68
+ 0.04). In contrast, this transient short-term depression was not seen in RAD
interneurons following similar stimulation (Fig. 3D-F, n=8). eIPSCs and PPR remained

unchanged at 2.5 min (IPSCs: 94 + 25 % of control; PPR: 0.91 + 0.05 during control vs
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0.94 + 0.08 at 2.5 min post-HFS) and at 30 min (IPSCs: 91 + 15 % of control; PPR: 1.05
+ 0.07) post-HFS. These results indicate that the short-term depression of GABA IPSCs
following 100 Hz stimulation may be due to a presynaptic reduction in GABA release
that occurs exclusively at GABA synapses on pyramidal cells and not at those on RAD
interneurons. Thus, GABA synapses show target-specific short-term depression in CAl

hippocampus.

Absence of DSI in RAD interneurons

Depolarization-induced suppression of inhibition (DSI) is characterized by a
transient suppression of inhibitory synaptic responses due to type 1 cannabinoid receptor
(CBIR) activation on GABAergic presynaptic terminals (Wilson & Nicoll, 2001).
Recent data suggest that DSI may be differentially expressed in hippocampal pyramidal
cells and interneurons (Hoffman ef al., 2003). We examined whether this was the case
for RAD interneurons. Depolarization of pyramidal cells for 1 sec resulted in a
significant reduction of eIPSC amplitude in 6 of 7 cells (average %DSI: 35 £ 10 %; Fig.
4A, C). Longer depolarizing pulses of 3 and 5 sec resulted in similar DSI that reached
50 + 9 % (n=6) and 41 + 8 % (n=6), respectively. In contrast, depolarization of RAD
interneurons for 1 sec did not affect eIPSCs in any of the 7 cells tested (average %DSI: -
5 + 5 %; Fig. 4B, C). Depolarization of longer duration did not uncover any DSI in
interneurons (for 3 sec, average %DSI: -9 + 4 %; for 5 sec, average %DSI: -8 + 14 %;
n=5).

Because CBIR are primarily present on interneurons immunoreactive for
cholecystokinin (Katona ef al., 1999; Marsicano & Lutz, 1999; Tsou et al., 1999) and
these interneurons represent only a fraction of the interneuron population, the absence of
DSI in RAD interneurons may reflect the fact that the stimulation paradigm used was
not effective in recruiting cholecystokinin inhibitory afferents with CB1Rs. Therefore
we examined if spontaneous IPSCs (sIPSCs), which arise from a large number of
inhibitory afferents, could undergo DSI in RAD interneurons. In our conditions, we
found that sIPSCs were significantly suppressed by a mean level of 27.5 + 13.3 % in
pyramidal cells at 5 sec following depolarizing pulses (Fig. 5A, C; p < 0.05; n=6). In
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contrast, no change in sIPSCs was observed following similar depolarization in RAD
interneurons (Fig. 5B, C; %DSI 4.5 £ 7.5; p = 0.8; n=6). These results extend those
reported recently by Hoffman et al. (2003) and indicate that DSI is differentially
expressed at GABA synapses of pyramidal cells and RAD interneurons.

Morphological features of RAD interneurons

The inclusion of biocytin in the patch solution allowed us to examine the
morphology of RAD interneurons. From twenty-seven RAD interneurons recorded,
eighteen showed sufficient labeling to be characterized anatomically. Unfortunately, the
axon of these cells were only partially stained and we were unable to completely
reconstruct their axonal arborization. Because of the absence of clear output
morphology, as well as of the similar synaptic properties (IPSC kinetics, I-V
relationship, PPR, CV2; data not shown) and plasticity among RAD interneurons, these
cells were pooled together in a single group. Figure 6A/B illustrates two examples of
typical biocytin-labelled interneurons recorded in stratum radiatum, and Figure 6C
summarizes the differential effects of TBS, HFS, and postsynaptic membrane

depolarization on IPSCs recorded from pyramidal cells and RAD interneurons.

DISCUSSION

In the present study, we investigated the properties of transmission and plasticity
of GABA synapses in stratum radiatum interneurons. Our results indicate that the
properties of evoked and spontaneous GABA, postsynaptic currents are different in
these interneurons since they exhibit different kinetics, higher coefficients of variation, a
depolarized I-V relationship and smaller paired-pulse depression than those in pyramidal
cells. GABA synapses on these interneurons were further distinguishable by their
capacity for synaptic plasticity. TBS induced long-term potentiation of e[PSCs was
similar in magnitude in interneurons and pyramidal cells but differed in induction
mechanisms, whereas HFS elicited short-term depression only in pyramidal cells and not
in interneurons. Similarly, postsynaptic membrane depolarization resulted in a transient

suppression of evoked and spontaneous IPSCs in pyramidal cells but not in interneurons.
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These different functional properties of GABA synapses suggest that inhibitory synaptic
transmission contribute in a cell-type specific manner to hippocampal function.

We were unable to confirm the specific morphological subtype of RAD
interneurons because of an incomplete axonal labelling. Nevertheless, two different
patterns of dendritic arborization were observed among these cells. Some interneurons
had stellate-like oriented dendrites extending in stratum radiatum and occasionally
crossing the pyramidal cell layer and stratum lacunosum-moleculare, similar to the
Schaffer-associated interneurons previously reported at the border between stratum
radiatum and lacunosum-moleculare (Vida ef al, 1998). Other interneurons were
reminescent of RLM cells described by Héjos and Mody (1997) and had aspiny
vertically oriented dendrites descending in stratum radiatum and often reaching stratum
oriens and the alveus, with only short dendrites entering stratum lacunosum-moleculare.
This putative morphological identification will need to be confirmed with complete

staining of dendritic and axonal arborizations of interneurons.

Different properties of GABA synapses in interneurons

Previous studies that investigated the properties of interneuron inhibitory
responses showed that spontaneous IPSCs displayed similar (Atzori, 1996) or slower
(Hajos & Mody, 1997) kinetics in hippocampal interneurons than in pyramidal cells. In
contrast, our data indicating that eIPSCs are significantly faster in RAD interneurons are
consistent with the rapid signaling observed at inhibitory synapses of dentate gyrus
basket cells (Bartos et al., 2001). These apparently conflicting results may reflect the
high degree of diversity of GABA, receptor-mediated synaptic mechanisms within or
among interneuron subgroups (Hajos & Mody, 1997; Bacci e al, 2003). In our
experiments, electrical stimulation in stratum radiatum could have preferentially
activated dendritic GABA synapses of pyramidal cells, whereas for RAD interneurons,
the location of the activated synapses could have been more proximal to the soma. This
would be consistent with the observations that GABAergic terminals appear to be more
abundant in perisomatic and proximal dendritic regions of interneurons (Gulyas et al.,
1999). However, if slower eIPSCs in pyramidal cells had been simply caused by

electrotonic filtering and selective activation of afferents, we would have expected to
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find sIPSCs with similar kinetics in pyramidal cells and interneurons because these
responses arise from heterogeneous populations of GABA synapses located over the
somatodendritic compartment. In contrast, SIPSCs also exhibited a slower decay time in
pyramidal cells. Thus, the selective activation of dendritic vs somatic GABA synapses
in pyramidal cells and interneurons, respectively, is unlikely to be fully responsible for
the slower eIPSC in pyramidal cells.

Another factor that might contribute to the difference in IPSCs between
pyramidal cells and RAD interneurons is the assembly of different GABA receptor
subunits. Indeed, immunohistochemical studies demonstrated that subpopulations of
interneurons show intense immunoreactivity for ol subunit (Gao & Fritschy, 1994
Fritschy & Mohler, 1995) whereas pyramidal cells are immunoreactive for al, a2 and
a5 subunits (Fritschy & Mohler, 1995; Nusser ef al., 1996). Interestingly, faster IPSC
decay times in interneurons is consistent with the reported faster kinetics of deactivation
and/or desensitization of GABA, receptors composed of ol versus o2 subunits (Okada
et al., 2000; Vicini et al, 2001). Moreover, GABA, receptors in stratum radiatum
interneurons display lower sensitivity to picrotoxin and smaller unitary conductance than
those in pyramidal cells, further supporting a cell-type specific molecular heterogeneity
of GABA, receptors (Semyanov & Kullmann, 2002). Finally, a cell-type specific
regulation of GABAj4 receptor function by protein kinases in hippocampal neurons
(Nusser et al., 1999; Poisbeau et al., 1999) may also be involved in determining IPSC
properties. However, such selective modulation is unlikely to be fully responsible for
the difference in IPSC kinetics because phosphorylation of GABA, receptors has been
shown to affect mainly the decaying phase of inhibitory responses (Jones & Westbrook,
1997; Nusser et al., 1999).

Moreover, our data show that there is a difference in the I-V relationship of
eIPSCs between pyramidal cells and interneurons. This discrepancy is unlikely to result
from a differential regulation of intracellular chloride homeostasis since these values
were obtained in whole-cell configuration, in which the large reservoir of Cl" ions in the
pipette solution determines the CI equilibrium. Because the same recording solution

was used for pyramidal cells and interneurons, the IPSC reversal potential should be
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similar in both cell types. Hence, the difference in I-V relationship and Ejpsc observed
between RAD interneurons and pyramidal cells may rather result from a distinct
permeability of GABA, channels to Cl™ and/or bicarbonate ions (Thompson, 1994). We
cannot rule out also the possibility that space-clamp problems due to activation of
GABA receptors located at different electrotonic distances, could have contributed to

the depolarized Ejpscsin RAD interneurons.

Differential plasticity at GABA synapses of interneurons

In pyramidal cells, long-term enhancement of GABA, neurotransmission by
TBS requires the cooperative activation of postsynaptic GABAp receptor- and group I/1I
metabotropic glutamate receptor (mGIuR) signaling pathways (Patenaude er al., 2003).
Although GABAg receptors and group I/Il mGluRs are expressed and functional in
GABAergic interneurons (Lacaille, 1991; Khazipov et al., 1995; van Hooft ef al., 2000;
Kulik et al., 2003; Ferraguti et al., 2004), these receptors are not involved in TBS-
induced LTP in RAD interneurons because LTP was still induced during their blockade.
The mechanisms implicated in this persistent enhancement of GABAergic synaptic
transmission remain unexplored, but several signaling pathways may potentially
participate in this process. For instance, o,-adrenoceptor- and 5-HT), receptor-mediated
inositol triphosphate formation and Ca®* release from internal stores promote LTP at
visual cortical inhibitory synapses (Komatsu, 1996). Also neuropeptide Y application
has been shown to induce a long-lasting increase of GABAergic neurotransmission in
layer V pyramidal cells of neocortex (Bacci et al., 2002). Finally, metabotropic P2Y
purinoceptor agonists have recently been reported to mediate LTP of GABAergic
synaptic transmission in cerebellar Purkinje cells through an increase in postsynaptic
GABA, receptor sensitivity resulting from activation of Ca®" stores and intracellular
Ca®* elevation (Saitow et al., 2005). Additional investigations are therefore needed to
clarify the mechanisms of LTP at GABA, synapses in RAD interneurons.

In pyramidal cells, short-term depression of GABA synapses induced by HFS
was suggested to result from a depletion of releasable vesicles (Patenaude et al., 2003).
In support of such presynaptic mechanisms, we demonstrated that the depression of

eIPSCs in pyramidal cells was associated with a change in paired-pulse depression.
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Because GABA synapses of pyramidal cells exhibit robust paired-pulse depression,
these GABA terminals may be characterized by a high probability of release and thus, be
particularly susceptible to depletion of releasable vesicles by repetitive stimulation. In
contrast, eI[PSCs in interneurons showed less paired-pulse depression, indicating that
these terminals have a lower probability of release. They may thus be less susceptible to
depletion of releasable vesicles and not show depression. The diversity of release
properties at GABA terminals we found among different hippocampal cell types is
consistent with the heterogeneous release properties in neocortical inhibitory networks
reported recently (Gupta et al., 2000; Beierlein ef al., 2003).

The functional heterogeneity of GABA synapses was further emphasized by the
observation that DSI was reliably induced in pyramidal cells but not in interneurons.
Because DSI in pyramidal cells results from the release of endocannabinoids and
retrograde activation of presynaptic CB1Rs (Ohno-Shosaku er al., 2001; Wilson &
Nicoll, 2001), its absence in RAD interneurons implies that inhibitory afferents to
interneurons are either deprived of CBIRs, and thus probably originate from
cholecystokinin-negative interneurons (Tsou et al, 1999), or that postsynaptic
depolarization does not lead to release of endocannabinoids in these cells. The latter
possibility seems the most likely explanation since Hoffmann et al. (2003) showed that
WIN55,212-2, a CBIR agonist, was capable of reducing sIPSCs in stratum radiatum

interneurons, even though no DSI was detected in these cells.

Conclusion

We found that in analogy to glutamate excitatory synapses which show different
properties and mechanisms of plasticity in interneurons versus pyramidal cells
(Maccaferri & McBain, 1996; Perez et al., 2001; Bischofberger & Jonas, 2002; Lapointe
et al., 2004), GABA synapses also display cell-type specific properties of transmission
and plasticity. Given that the source of inhibitory inputs onto pyramidal cells and
interneurons may originate from the same (Nunzi et al, 1985; Acsady er al., 1996;
Atzori, 1996) or distinct (Freund & Antal, 1988; Acsady ef al., 1996; Gulyas et al.,
1996) interneurons, it remains to be determined if the distinct properties of transmission

and plasticity in pyramidal cells and interneurons depend on postsynaptic cells (target-
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specificity), presynaptic fibers (afferent-specificity), or both. To resolve this issue,
inhibitory synaptic responses recorded simultaneously in pyramidal cells and
interneurons will need to be characterized. Nonetheless, considering that inhibitory
interneurons contribute to pacing of theta oscillations in the hippocampus (Cobb et al.,
1995; Chapman & Lacaille, 1999a; b), that synaptic interactions between GABAergic
interneurons are important for the generation of network oscillations (Wang & Buzsaki,
1996) and that modeling studies indicate that plasticity at several locations within
inhibitory networks is necessary for the synchronization of neuronal assemblies (Bibbig
et al., 2002), the functional diversity at GABA synapses suggest cell-type specific roles
in the control of hippocampal excitability and rhythmic activity.
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ABBREVIATIONS

ACSF: Artificial cerebrospinal fluid

CA1l: Ammon’s Horn 1

CA3: Ammon’s Horn 3

CBI1R: Type 1 cannabinoid receptors

CV2: Coefficient of variation

DSI: Depolarization-induced suppression of inhibition
GABA: y-aminobutiric acid

eIPSCs: Evoked inhibitory postsynaptic currents
Eeipsc: IPSC reversal potential

[-V relationship: Current-voltage relationship
HFS: High frequency stimulation

Hz: Hertz

IPSCs: Inhibitory postsynaptic currents

LTD: Long-term depression

LTP: Long-term potentiation

mGluR: Metabotropic glutamate receptor
NMDA: N-methyl-D-aspartate

PPR: Paired-pulse ratio

RAD: Radiatum

sIPSCs: Spontaneous inhibitory postsynaptic currents
TBS: Theta-burst stimulation

5-HT: Serotonine
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Table 1: Properties of e]lPSCs and sIPSCs at GABA synapses of
pyramidal cells and RAD interneurons

elPSCs Pyramidal cells Interneurons
Rise time (ms) 10.5+ 0.8 (18) 6.0+1.6(18)*
Half-width (ms) 54.7+3.6 (12) 194+33017)*
Observed Ejpsc (mV) -66.7 £ 0.7 (18) -61.3+0.8 (18) *
Paired-pulse ratio 0.68+0.02 (11) 0.90+0.04 (15) *
Coefficient of variation 0.12+0.01 (18) 0.25+0.02(18) *
sIPSCs

Amplitude (pA) 25.3+3.2(6) 21.4+£2.0(6)
Rise time (ms) 1.5+ 0.3 (6) 23+02(6)*
Decay time (ms) 36.8+4.5(6) 253+3.5(6)*

All values are means + SEM, independent t-test comparison, * p <0.05.

Table 2: Membrane and eIPSC properties in interneurons expressing or not LTP

Interneurons with LTP Interneurons without

LTP
Input resistance (MQ) 535+242 (5) 327+ 136 (5)
Action potential half-width (ms) 1.5+024) 1.7+ 0.3 (3)
Afterhyperpolarization (mV)? 6.5+0.6 (4) 7.6+1.2(3)
Spike frequency adaptation® 1.7+ 0.1 (4) 2.0+£0.4(3)
IPSCs rise time (ms) 6.7+2.0(5) 4.6+ 0.9 (5)
IPSC decay time (ms) 83.9+49.1 (4) 33.7+ 8.9 (4)
Observed Ejpsc (mV) -62.9+2.0(5) -60.5+ 1.6 (5)
Paired-pulse ratio 0.84+0.09 (4) 0.97 +0.09 (3)
Coefficient of variation 0.23 +£0.05(5) 0.28 + 0.05 (5)

All values are means + SEM, independent t-test comparison.

 Afterhyperpolarization calculated as the difference between the action potential
threshold and the most negative level reached during the repolarizing phase.

® Spike frequency adaptation was calculated as the ratio of the instantaneous frequency
of the fourth and last spike intervals during action potential train induced by intracellular
depolarization.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Different properties of monosynaptic inhibitory postsynaptic currents
(eIPSCs) in RAD interneurons and pyramidal cells.

A. Examples of eIPSCs from a pyramidal cell (pyr) and a RAD interneuron (Int.).
Normalized traces (right) illustrate that the kinetics of e[PSCs were faster in
interneurons. B. Superimposed traces of eIPSCs at holding potentials ranging from —50
to =75 mV in a pyramidal cell (top leff) and an interneuron (bottom left). Graph of the
mean I-V relationships for all cells tested, (right) showing that observed reversal
potential is more depolarized in interneurons (filled squares; n=18) than in pyramidal
cells (open circles; n=18). C. Representative eIPSCs evoked by paired-pulse stimulation
from a pyramidal cell and an interneuron. Bar graph of the mean paired-pulse ratio
(PPR) for all cells showing that paired-pulse depression is significantly less in
interneurons (filled bar, n=15) than in pyramidal cells (open bar, n=11). D. Graph of
the coefficient of variation (CV2) of eIPSCs in individual pyramidal cells (open circles;
n=18) and interneurons (open squares; n=18), and respective mean values (filled

symbols), demonstrating that the CV~ is twofold higher in interneurons.

Figure 2: TBS induces long-term potentiation of e[PSCs in RAD interneurons and
pyramidal cells.

A. Average elPSCs (fop) from a representative pyramidal cell prior to TBS (1), 30 min
after TBS (2), and superimposed traces (1+2), as well as a graph of IPSC amplitude for
the 7 of 10 cells that showed LTP (botfom). The increase in eIPSCs following TBS
(arrow) lasted for at least 30 min. In this and subsequent figures, numbers (1, 2) indicate
times for corresponding traces. B. Graph of IPSC amplitude before and 30 min post-
TBS for all pyramidal cells tested. C. Bar graph of average IPSC amplitude for all cells
with LTP, showing the significant increase in IPSCs 30 min post-TBS (n=7). D.
Average eIPSCs from representative interneurons in control conditions (fop row) or in
the presence of 5 pM CGP55845 and 500 pM E4-CPG (bottom row). Traces were taken
prior to TBS (1), 30 min after TBS (2), and superimposed traces (1+2). Graph of IPSC
amplitude for cells expressing LTP (control, filled squares, n =5; in CGP55845 and E4-

CPG, open triangles, n = 3), demonstrating the sustained increase in eIPSCs after the
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delivery of TBS. E. Graphs of IPSC amplitude before and 30 min post-TBS for all
interneurons tested in control conditions (left; n=10) and in CGP55845 and E4-CPG
(right; n=7). F. Bar graphs of average IPSC amplitude for interneurons with LTP (left,
filled bars, control conditions; right, open bars, in presence of CGP55845 and E4-CPG),

illustrating the significant increase in IPSCs 30 min post-TBS in both conditions.

Figure 3: High frequency stimulation (HFS) elicits a transient depression of eIPSCs in
pyramidal cells but not in RAD interneurons.

A. Average eIPSCs evoked by paired stimulation at 75 ms interval (fop) in a
representative pyramidal cell during the control period (1), 2.5 min after HFS (2), and
superimposed (1+2), as well as graph of e[PSC amplitude for all cells tested (borrom).
IPSCs were depressed immediately after HFS (arrow) and recovered in 5 to 10 min. (B-
C). Bar graphs of average IPSC amplitude (B) and PPR (C) illustrating that the IPSC
depression was accompagnied by a significant increase in the paired-pulse ratio (n=8).
Representative traces (D; fop) and graphs for all cells (D, bottom; E) showing the lack of
change following similar stimulation in RAD interneurons. Neither the amplitude (D

and E) nor the paired-pulse ratio (F) were affected by HFS (n=8).

Figure 4: Depolarization-induced suppression of inhibition (DSI) of eIPSCs in
pyramidal cells but not in RAD interneurons.

A. Representative traces from a pyramidal cell (fop), and graph of normalized IPSC
amplitude for all cells tested (botrtom), showing that a 5 sec depolarization from —70 to 0
mV induced DSI (arrows). B. Representative example from a RAD interneuron (fop)
and graph of normalized IPSC amplitude for all RAD cells tested (bottom),
demonstrating that a 5 sec depolarization failed to depress eIPSCs in these interneurons.
C. Bar graphs of DSI magnitude induced by voltage steps of different duration (1, 3 or 5
sec) illustrating that DSI was present in pyramidal cells (open bars) but not in RAD

interneurons (filled bars). Depolarizing pulses shown in A and B were truncated.



99

Figure 5: DSI of spontaneous IPSCs (sIPSC) in pyramidal cells but not in RAD
interneurons.

A. Example of an episode of DSI of sIPSCs (top) after depolarization of the postsynaptic
membrane for 5 sec in a pyramidal cell, and bar graph of cumulative charge transfer of
sIPSCs (sum of the area under individual sIPSCs) in 5 sec-bins taken from the same cell
(bottom) showing the depression in sIPSCs post-depolarization. B. Representative trace
(top) and corresponding bar graph of cumulative charge transfer of sIPSCs (bottom)
obtained from a RAD interneuron demonstrating the lack of effect of depolarization on
sIPSCs. C. Bar graph of DSI magnitude measured 5 sec after the voltage step
illustrating that postsynaptic depolarization did not elicit DSI of sIPSCs in RAD

interneurons.

Figure 6: Morphology of RAD interneurons and cell-type specific differential plasticity.

A and B. Camera lucida drawings of two representative biocytin-filled RAD
interneurons (thick lines: dendrites; thin lines: axon). C. Bar graphs summarizing the
differential effects of TBS, HFS, and postsynaptic depolarization on IPSCs recorded

from pyramidal cells (open bars) and interneurons (filled bars).
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ABSTRACT

GABA, receptors are heteropentamers that are heterogeneously distributed at
different synapses in the central nervous system. Although the modulation of GABAA
receptors received much attention in hippocampal pyramidal cells, information is scarce
regarding the pharmacology of these receptors in inhibitory interneurons. We
investigated the pharmacological properties of GABAa-mediated miniature inhibitory
postsynaptic currents (mIPSCs) using whole-cell voltage clamp recordings in two
morphologically identified types of hippocampal CAl interneurons, horizontal and
vertical cells of stratum oriens-alveus. The negative modulators zinc (200 pM) and
furosemide (600 uM) significantly decreased the amplitude of mIPSCs. Benzodiazepine
agonists also produced significant effects: 10 pM zolpidem increased the amplitude, rise
time and decay time constant (decay t) of mIPSCs, whereas 10 pM flunitrazepam
affected similarly the amplitude and decay T, but not the rise time. The neurosteroid
allopregnanolone (10 uM) prolonged the decay T of mIPSCs. Since these modulators
act on different GABA, receptor subunits, this pharmacological profile suggests that
GABA, receptors at spontaneously active inhibitory synapses onto vertical and
horizontal interneurons are heterogeneous and formed by co-assembly of different
combinations of subunits (c;.sp;-3y13). Furthermore these synaptic GABA4 receptors

appear in large part pharmacologically similar to those of pyramidal cells.
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INTRODUCTION

y-Aminobutyric acid type A (GABA,) receptors are the principal mediators of
fast inhibitory synaptic transmission in the central nervous system (CNS). They form
chloride- permeable pentameric ionotropic receptors (Nayeem et al., 1994) that are
sensitive to a variety of agents including zinc, benzodiazepines, barbiturates,
neurosteroids and anaesthetics (Johnston, 1996). In mammals, multiple types of
GABA, receptor subunits divided in seven classes have been identified (a6, B1-3, Y13,
8, €, 6 and p;.3) (Bonnert et al., 1999; reviewed by Hevers and Liiddens, 1998) and these
subunits are heterogeneously expressed throughout the CNS (Wisden et al., 1992;
Fritschy and Mahler, 1995). Although this diversity may imply a multitude of GABAA
receptor subtypes (for a review, see Hevers and Liiddens, 1998), the number of
functional receptors may be limited by the preferential co-assembly of certain subunits
(McKernan and Whiting, 1996).

In the hippocampus, GABAergic interneurons control the excitability of both
projection cells and other interneurons (Freund and Buzsaki, 1996), in large part via
GABA, synaptic mechanisms (Sivilotti and Nistri, 1991). However, interneurons
receive inhibitory afferents from many sources, some of which are interneuron-selective.
Indeed, specific types of interneurons are specialised to innervate only other
interneurons (Gulyas et al., 1996; reviewed by Freund and Buzsaki, 1996). In addition,
GABAergic afferents originating from the septohippocampal pathway target selectively
hippocampal interneurons (for a review, see Freund and Buzsaki, 1996). Also, the
kinetics of spontaneous GABA-mediated IPSCs vary between interneurons, and are
different from those of pyramidal cells (Hajos and Mody, 1997; but see Atzori, 1996).
Many types of GABA4 receptor subunits are expressed in the hippocampus (Fritschy
and Mohler, 1995; Sperk et al., 1997), but subpopulations of interneurons show intense
immunoreactivity for o; subunit (Fritschy and Méhler, 1995; Gao and Fritschy, 1994)
whereas pyramidal cells are immunoreactive for a,, oz and o5 subunits (Fritschy and
Mohler, 1995; Nusser et al., 1996), suggesting that GABA, receptors may have different

subunit configurations in these two cell types.
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Although the pharmacological properties of GABA, receptors have been
characterized in hippocampal pyramidal cells (Banks et al., 1998; Pawelzik et al., 1999;
Taketo and Yoshioka, 2000; Tietz et al., 1999), much less is known about the
pharmacological profile of synaptic GABA4 receptors in hippocampal interneurons
(Berger et al., 1998). The presence of interneuron-selective GABAergic afferents and
the differential expression of o subunits in interneurons raise the possibility that the
subunit composition of synaptic GABA, receptors may be particular in hippocampal
interneurons. To address this question, we investigated the pharmacological properties
of GABAj-mediated miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSCs), in
morphologically identified interneurons in CAl stratum (str.) oriens-alveus of rat
hippocampal slices. We found that synaptic GABA, receptors in the interneurons were
modulated negatively by zinc and furosemide, and positively by zolpidem,
flunitrazepam and allopregnanolone, suggesting an heterogeneous composition of these
receptors, but which appeared similar to that of pyramidal cells. Part of this work was

published in abstract form (Patenaude et al., 1999).

MATERIALS AND METHODS
Slice preparation

Male Sprague-Dawley rats (21-28 days old) were anesthetized with halothane
and decapitated. The brain was removed and placed in cold oxygenated (95% O,- 5%
CO,) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM) 124 NaCl, 5 KCl, 1.25
NaH,POy4, 2 MgS0y, 2 CaCl,, 26 NaHCO; and 10 dextrose (pH 7.4, 295-310 mOsm).
Hippocampal slices (300 pm thick) were prepared using a vibratome (Cambridge
Instruments) and transferred to oxygenated ACSF at room temperature. After at least an
hour of incubation, a slice was placed in a recording chamber on an upright microscope
(Zeiss Axioskop) equiped with a long-range objective (X40), DIC optics and an infrared
camera (Cohu 6500) for visual identification of cells. The slices were continuously

perfused at 2.5 ml/min with oxygenated ACSF at room temperature .
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Electrophysiological recordings and analysis

Patch pipettes (3-10 MQ) were filled with recording solution containing (in mM)
120 CsCl, 5 NaCl, 2 MgCl,, 10 lidocaine N-ethylbromide (QX-314), 10 HEPES, 2 ATP-
Tris, 0.4 GTP-Tris and 0.1% biocytin. The pH was adjusted to 7.2-7.3 with CsOH (255-
295 mOsm). Whole cell recordings were obtained from interneurons with horizontally
oriented soma and dendrites, located in the superior half of str. oriens, near the alveus
(OA). Cells were voltage-clamped at — 60 mV and miniature inhibitory postsynaptic
currents (mIPSCs) were recorded with an Axopatch 1D amplifier (Axon Instruments).
Currents were low-pass filtered at 10 kHz (-3 dB), digitized at 22 kHz (Neuro-corder
DR-886) and recorded on videotape. Recordings were further low-pass filtered at 1 kHz
with an eight-pole Bessel filter (Frequency Devices 900L) and digitized on a PC
computer using pClamp6 software (Axon Instruments). Series resistance was regularly
monitored, and cells with 20% change in series resistance were rejected. Miniature
inhibitory currents were recorded during 90 second periods in control solution, during
drug application and after washout. Each synaptic events clearly distinguisable from
background noise was selected by visual inspection and analysed using NPM software
(Dr. S. Traynelis, Emory University). The amplitude, 10-90% rise time and decay time
constant (decay t) were measured for each mIPSC and for the averaged mIPSC (of all
events in the 90 sec period). Overlapping mIPSCs were excluded from analysis. Decay
time were well fitted by a single exponential function in most cases (determined by eye).
Occasional mIPSCs that were best fitted by a biexponential function were excluded from
analysis. Kolmogorov-Smirnov tests were used to compare the distributions of mIPSCs
and Student’s t-tests to compare the mean parameters in control and drug conditions.
Data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM), and differences were

considered significant when p< 0.05.

Pharmacology
Miniature IPSCs were pharmacologically-isolated by blocking ionotropic
glutamate receptors with the antagonists 6-cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dione (CNQX,

20 pM) and (%)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5, 50 uM), and voltage-
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dependent Na" channels with tetrodotoxin (TTX, 0.5 pM). Concentrated stock solution
of AP-5, CNQX, bicuculline methiodide, zinc, furosemide, zolpidem, flunitrazepam and
allopregnanolone were prepared, kept frozen at — 20°C, and diluted to their final
concentration before bath application. Zolpidem and flunitrazepam were dissolved in
methanol (0.625%), and furosemide and allopregnanolone in dimethyl sulfoxide
(0.625% and 0.125%, respectively). AP-5, CNQX, furosemide, zolpidem, flunitrazepam
and allopregnanolone were obtained from RBI and all other chemicals were purchased

from Sigma.

Histology

After recording, slices containing biocytin-filled cells were transferred to a
freshly prepared solution of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB) and
fixed overnight at 4°C. After washing in 0.1 M phosphate buffer, slices were embedded
in agarose and cut in 80 pm thick sections on a vibratome (Oxford Series 1000, Scott
Scientific). Sections were treated with 1% H,0, for 20 min to eliminate endogenous
peroxidases. Individual sections were then rinsed for 5 min in four changes of PB
saline containing 0.1% Triton and incubated for 24 h with avidin-biotin complex (1:200,
ABC kit, Vectastain). After rinsing for 1 h in Tris-buffered saline (pH 7.6), sections
were incubated for 12 min in a Tris-buffered solution containing 0.05%
diaminobenzidine (DAB), 7.5 mM NiSOy, 0.0025% H,0,, and 0.02% imidazoline (pH
7.6). Sections were rinsed in Tris-buffered saline at pH 7.6, placed on a microscope
slide, and air dried for 24 h before mounting in DPX. Biocytin-filled neurons were

drawn with a camera lucida.

RESULTS

Miniature inhibitory currents were recorded at — 60 mV in 36 cells in the
presence of glutamate receptor antagonists AP-5 and CNQX, and the sodium channel
blocker TTX. Mean series resistance was 13.5 + 0.6 MQ and mean cell input resistance
was 316 = 24 MQ. The action potential-independent miniature IPSCs (mIPSCs) were
GABA-mediated since they were completely and reversibly abolished by the GABAA
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antagonist bicuculline methiodide (25 pM) (Figure 1A; n = 6). Characteristics of

averaged mIPSCs are summarized in Table I for all cells in control conditions.

GABA 4-mediated mIPSCs in morphologically identified OA interneurons

The inclusion of biocytin in the internal patch solution allowed a morphological
identification of the interneurons studied. The cells were classified in two different cell
types according to their morphology. The first cell type represented 69% of well-filled
cells (n = 11 cells) and had a morphology similar to horizontal cells (McBain et al.,
1994; Schlander and Frotscher, 1986). Their soma was localized near the alveus border
and their dendritic tree projected in str. oriens. Their axon crossed str. pyramidale and
radiatum and coursed into str. lacunosum-moleculare where extensive arborization
occurred (Fig. 1B). The second cell type, which represented 31% of well-filled cells (n
= 5 cells) had a morphology similar to vertical cells (Lacaille et al., 1987; McBain et al.,
1994; Schlander and Frotscher, 1986). Their soma was located in str. oriens, and their
dendrites were oriented either horizontally in str. oriens or vertically crossing the
pyramidal cell layer and reaching in str. radiatum (Fig.1C). Their axonal arborization
coursed in str. oriens and pyramidale. The remaining cells (n = 20 cells) had incomplete
labelling of dendrites or axons, and were considered unidentified. Horizontal, vertical
and unidentified cells exhibited similar responses to modulators and their results were

thus pooled together.

Negative modulation by zinc

Previous studies demonstrated that extracellular application of zinc inhibits
GABA s-mediated currents (Legendre and Westbrook, 1991) and that GABA, receptors
lacking a y subunit are more sensitive to zinc (Draguhn et al, 1990). Therefore, we
tested the ability of zinc to inhibit GABA, mIPSCs in OA interneurons. Bath
application of 200 pM zinc for 15 min significantly decreased the mean amplitude of
averaged mIPSCs to 83 = 14% of control (Fig. 2A,C), but did not significantly change
the mean rise time (105 * 3% of control), decay t (95 * 6% of control) and frequency

(86 + 38% of control) (Fig. 2C; n = 5 cells). The cumulative distribution of mIPSC
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amplitudes was significantly shifted towards smaller amplitudes during zinc exposure
(Kolmogorov-Smirnov) in 4 of 5 cells (Fig. 2B; range of number of events in different
cells: 66-319 events in control, 66-358 events in zinc). These results indicate that
synaptic GABA4 receptors of OA interneurons are negatively modulated by zinc, and

with a low sensitivity.

Negative modulation by furosemide

At relatively low dose, the diuretic furosemide has been reported to act as a
selective GABA receptor antagonist on cerebellar granule cells (Korpi et al, 1995) and
to inhibit selectively GABA4 fast IPSCs on hippocampal CA1 pyramidal cells (Banks et
al., 1998). Therefore, the effect of furosemide was tested on GABA4 mIPSCs in OA
interneurons. Application of 600 pM furosemide for 15 min significantly decreased the
mean amplitude of averaged mIPSCs to 65 + 16% of control (Fig. 3A,C; n =5 cells). In
agreement with this effect on averaged mIPSCs, the cumulative distribution of mIPSC
amplitudes was significantly shifted towards smaller values during furosemide exposure,
in all 5 cells tested (Fig. 3B; Kolmogorov-Smirnov; range of number of events in
different cells: 126-263 events in control, 78-242 events in furosemide). The mean rise
time (105 = 9% of control) and frequency (121 £ 21% of control) of mIPSCs were not
significantly affected by furosemide (Fig. 3C). Unexpectedly, the mean decay © was
significantly increased to 133 + 11% of control during furosemide application (Fig. 3C).
However this change in decay 7 is likely due to the vehicle solution (0.625% DMSO)
since its application without furosemide produced a similar significant increase of
mIPSCs decay t to 138 £ 17% of control (n = 3; Fig. 3C). These results suggest that

synaptic GABA 4 receptors in OA interneurons are negatively modulated by furosemide.

Positive modulation by benzodiazepines

Pharmacological agents interacting with benzodiazepine binding sites are well
known allosteric modulators of GABA, receptors. These agents have different mode of
action, acting as benzodiazepine agonists (positive modulators), inverse agonists

(negative modulators) or antagonists (null modulators) (for review, see Hevers and
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Liiddens, 1998). The effects of two benzodiazepine agonists acting on different
benzodiazepine binding sites, zolpidem and flunitrazepam, were investigated on mIPSCs
in OA interneurons. Zolpidem is an imidazopyridine, which has a higher affinity for
receptors containing the o subunit (Liiddens, 1991). Application of 10 uM zolpidem
for 10 min increased significantly the mean amplitude (155 + 9% of control), rise time
(121 £ 5% of control) and decay T (209 = 4% of control) of averaged mIPSCs in 5 cells
tested (Fig. 4A,B,D). The enhancement produced by zolpidem recovered partially after
a 60 min washout (Fig. 4D). In individual cells, the cumulative distributions of mIPSC
amplitude, rise time and decay t were shifted toward higher values in zolpidem (Fig. 4C;
range of events in different cells: 126-277 events in control, 67-134 events in zolpidem)
in almost all cells (5 of 5, 4 of 5 and 3 of 3, respectively). Part of the effects on mIPSC
rise time and decay T were due to the vehicle solution (0.625% methanol) since a
significant increase of averaged mIPSC rise time and decay T were observed in methanol
alone (Fig. 4D). However, zolpidem had significantly greater effects than the vehicle
alone on averaged mIPSC rise time (121 £ 5% in zolpidem vs 111 + 7% in methanol)
and decay T (209 + 4% in zolpidem vs 141 £ 12% in methanol). In two additional cells,
the vehicle methanol was replaced by 0.125% DMSO, which by itself did not affect
mIPSCs. In these conditions, zolpidem increased the amplitude (167 + 5%), rise time
(127 £ 14%) and decay t (205 £ 10%) of mIPSCs to levels similar to what was found
with methanol. These findings confirm that the potentiation of mIPSCs by zolpidem
does not rely on an interaction with the alcool site, but result from its modulatory action
at the benzodiazepine binding site.

The second benzodiazepine agonist tested was flunitrazepam, a modulator with
less o subunit selectivity, and that acts on receptors containing o 735 subunits (Hevers
and Liiddens, 1998; Liiddens and Wisden, 1991). After application of 10 puM
flunitrazepam for 10 min, the mean amplitude and decay t of averaged mIPSCs were
significantly increased to 139 + 10% and 182 £ 16% of control respectively, in 6 cells
tested. The enhancement persisted despite 30 min of washout (Fig. 5 A,B,D). In
individual cells, the cumulative distributions of the amplitude and decay T of mIPSCs

were shifted towards higher values in flunitrazepam (Fig. 5C; Kolmogorov-Smirnov;
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range of events in different cells: 138-291 events in control, 84-207 events in
flunitrazepam). The mean rise time of averaged mIPSC was not significantly affected
by flunitrazepam (107 = 7% of control) but the mean frequency was significantly
increased (115 + 14% of control).

The vehicle solution alone (0.625% methanol) also increased significantly the
mean decay T of averaged mIPSCs. Only part of the effects during application of
flunitrazepam were due to the vehicle solution, since flunitrazepam had a significantly
greater effect than methanol on the decay t (182 £ 16% vs 141 £ 12%, respectively,
p<0.05). Since the replacement of methanol by DMSO produced little differences on the
modulation of mIPSCs by zolpidem, these results indicate that flunitrazepam caused a
positive modulation of mIPSC amplitude and decay t.

It is noteworthy that the mean frequency of mIPSCs were significantly increased
to 113 £ 25% (n=5) and 115 £ 14% (n=6) of control during zolpidem and flunitrazepam
application (Fig. 4D, 5D). However, this effect was not consistently seen in all cells.
Zolpidem significantly affected the distribution of inter-event intervals (IEIs) in only one

of five cells tested and flunitrazepam in three of six cells tested.

Positive modulation by the neurosteroid allopregnanolone

Neurosteroids are thought to be synthesized in the vertebrate brain by
oligodendrocytes and astrocytes (Akwa et al, 1991). Among neurosteroids,
allopregnanolone, a progesterone metabolite, produces anticonvulsant, hypnotic and
anxiolytic-like effects that have been proposed to occur via the modulation of GABAA
receptors (Brot et al., 1997). Thus, we investigated if synaptic GABA4 receptors in OA
interneurons were sensitive to allopregnanolone. Following the application of 10 uM

allopregnanolone for 15 min, the mean decay t of averaged mIPSCs was significantly

increased to 133 = 19% of control (n = 6; Fig. 6B,D). The effects of allopregnanolone
were only partially reversible following a 30 min washout. The mean amplitude (109 +
11% of control), rise time (105 + 5% of control) and frequency (101 + 23% of control)
of averaged mIPSCs were not significantly affected during allopregnanolone treatment

(Fig. 6D). In individual cells, the cumulative distribution of the decay t of mIPSCs was
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significantly shifted towards higher values in 5 of 6 cells exposed to allopregnanolone
(Fig. 6C; Kolmogorov-Smirnov; range of events in different cells: 48-201 events in
control, 42-159 events in allopregnanolone). Similar application of the vehicle solution
alone (0.125% DMSO) did not significantly affect mIPSCs. These results suggest that
synaptic GABA4 receptors in OA interneurons are positively modulated by the

neurosteroid allopregnanolone.

DISCUSSION

In this study, we examined the sensitivity to allosteric modulators of GABAA
receptors at inhibitory synapses of hippocampal interneurons of str. oriens-alveus. We
found that GABAs-mediated mIPSCs were modulated negatively by zinc and
furosemide, as well as positively by zolpidem, flunitrazepam and the neurosteroid
allopregnanolone. The sensitivity of GABA4 mIPSCs to these agents suggests that
multiple types of GABAa receptor subunits co-assemble to form heterogeneous
populations of GABA4 receptors (o.sB1-3y1-3) at inhibitory synapses of hippocampal

vertical and horizontal interneurons.

Modulation by zinc: presence of affy subunits

The inhibition of mIPSCs by zinc in OA interneurons is consistent with
the previously reported negative modulation of GABA, receptors by zinc (Legendre and
Westbrook, 1991) and indicate that synaptic GABA4 receptors in OA interneurons are
zinc-sensitive. The potency of zinc was however relatively weaker in CA1 OA
interneurons than that reported for dentate gyrus basket cells (Berger et al., 1998). This
difference may be attributed to the fact that the effect of zinc in basket cells was tested
on GABA-evoked currents in nucleated patches containing mainly somatic membrane,
whereas we assessed the effect of zinc on mIPSCs generated by synaptic receptors in
both soma and dendrites. It is conceivable that a differential trafficking of GABAA
receptor subunits occurs in the soma and dendrites of neurons, resulting in distinct
receptor subtypes with variable sensitivity to zinc. This differential targetting of

GABA, receptors with specific subunit composition is corroborated by recent studies
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reporting different properties of synaptic and extrasynaptic GABA,4 receptors (Banks
and Pearce, 2000; Brickley et al., 1999).

The ability of zinc to inhibit GABA-mediated responses varies also considerably
in CAl pyramidal cells (Pawelzik et al., 1999; Tietz et al., 1999), likely because of the
diversity of GABA4 receptor subunit configurations at different GABA synapses. Such
a subunit-dependent efficiency of zinc has been suggested based on the greater zinc
sensitivity of GABA4 receptors lacking the y subunit (Draghun et al., 1990). Similarly,
GABA, receptors are more sensitive to zinc in hippocampal cells from young (Kapur
and Macdonald, 1999; Taketo and Yoshioka, 2000) or epileptic (Buhl et al., 1996;
Shumate et al., 1998) animals which show a different distribution of GABA, receptor
subunits compared to adult and control animals, respectively (Brooks-Kayal et al., 1998;
Fritschy et al., 1994; Schwarzer et al., 1997). Thus, the subunit configuration of
GABA, receptors is important for the allosteric modulatory action of zinc. In OA
interneurons, the reduction in the amplitude of averaged mIPSCs was relatively small
(17%) considering the high concentration of zinc used (200 pM). This low sensitivity to
zinc suggest that synaptic GABA,4 receptors in OA interneurons are formed of of}y

subunits (Table II).

Modulation by furosemide: presence of a, subunit

The inhibition of mIPSCs by furosemide obtained in this study is consistent with
previously reported antagonist properties of furosemide on GABA4 receptors (Korpi et
al., 1995) and indicates that synaptic GABAa receptors in OA interneurons are
furosemide sensitive. This negative modulation by furosemide is similar to the
inhibition of IPSCs in CA1-CA3 pyramidal cells (Banks et al. 1998; Taketo and
Yoshioka, 2000). However, in CAl pyramidal cells fast mIPSCs are sensitive to
furosemide whereas slow IPSCs are insensitive. In OA interneurons, we did not find
evidence of differences in kinetics of furosemide-sensitive and -insensitive mIPSCs (Fig.
3). Thus, furosemide-insensitive slow mIPSCs may selectively target CA1 pyramidal

cells, but not OA interneurons.
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The allosteric modulatory action of furosemide is dependent on the subunit
composition of GABA4 receptors. Receptors containing the o subunit or composed of
ouP2/y subunits are sensitive to furosemide (Knoflach et al., 1996; Wafford et al., 1996).
Interestingly, GABA, receptors of dentate granule cells loose their sensitivity to
furosemide during development (Kapur and Macdonald, 1999) suggesting a
developmental switch in receptor configurations. Since the o subunit is highly
expressed in cerebellar granule cells and not in hippocampus (Fritschy and Mdhler,
1995), the furosemide sensitivity of synaptic GABA4 receptors in OA interneurons
suggests that a subpopulation of these receptors are comprised of o4B2/3y subunits (Table

D).

Modulation by benzodiazepines: presence of &;.s35By2 subunits

An increase in duration of the decay phase of GABAs-mediated IPSCs are well-
documented effects of benzodiazepine agonists that have been observed in CA1/CA3
pyramidal cells (Poncer et al., 1996; Taketo and Yoshioka, 2000; Zeng and Tietz, 1999).
We found that in addition to the decay time constant, the amplitude of mIPSCs was
increased by zolpidem and flunitrazepam in OA interneurons (Fig. 4 and 5), indicating
that synaptic GABA, receptors in these cells were benzodiazepine-sensitive. Since
these benzodiazepines increase the open frequency of GABA, channels and not their
conductance (Hevers and Liiddens, 1998), these results suggest that the release of
GABA does not saturate postsynaptic GABA, receptors at inhibitory synapses on OA
interneurons.  Similar effects of benzodiazepines on mIPSCs were also found in
pyramidal cells of area CA1 (Zeng and Tietz, 1999) and of layer V of the visual cortex
(Perrais and Ropert, 1999) as well as in hippocampal GABAergic interneurons (Hajos et
al., 2000). However in CA3 pyramidal cells, the amplitude of mIPSCs was not affected
by benzodiazepines, indicating that GABA4 receptors are saturated by GABA at these
synapses (Poncer et al., 1996). Thus, full or partial occupancy of postsynaptic GABAA
receptors by synaptically-released GABA appears cell type specific.

The small but significant increase in frequency of miniature events detected in a

few cells could be due to benzodiazepine effects on mIPSC amplitude. Increasing the
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amplitude of small mIPSCs undetected in control conditions may have resulted in their
detection in zolpidem and flunitrazepam, resulting in an apparent increase in mIPSC
frequency. Alternatively, benzodiazepine effects on mIPSC frequency could be due to
unidentified presynaptic actions.

The mechanisms involved in the modulation of the mIPSC rise time by zolpidem
but not by flunitrazepam also remain to be determined. The increase in rise time may
arise from a preferential action of zolpidem on o, subunit-containing receptors, whereas
the lack of effect of flunitrazepam may result from its broad actions on a5 subunit-
containing receptors (Liiddens and Wisden, 1991). Considering further that the y,
subunit is important for GABA 4 receptor sensitivity to benzodiazepines (Pritchett et al.,
1989), the modulation of mIPSCs by zolpidem and flunitrazepam suggests that
postsynaptic GABA, receptors at inhibitory synapses of OA interneurons may be
composed of a;, 0, 03 or o5 subunits in combination with Py, subunits (oti/2/3/5B72;

Table II).

Modulation by allopregnanolone: presence of afy subunits

The prolonged decay time constant of mIPSCs in allopregnanolone indicate that
synaptic GABA, receptors in OA interneurons are allopregnanolone sensitive. These
effects are consistent with the potentiation of inhibitory actions of GABA by
allopregnanolone in cultured hippocampal neurons (Majewska et al., 1986) and the
reduction of the decay phase of GABA-evoked currents in CAl pyramidal cells after
withdrawal of allopregnanolone (Smith et al., 1998), which may be due to an alteration
in the kinetics of GABA currents by neurosteroids (Zhu and Vicini, 1997).
Neurosteroids affect GABA, receptors containing most subunits, except those
comprised of the & subunit (Zhu et al., 1996,). In contrast, others have reported faster
decaying mIPSCs in hippocampal cells and an attenuated sensitivity to neurosteroids in
delta subunit knock out mice (Mihalek et al., 1999). Fritschy and Méhler (1995)
reported that the & subunit is expressed in hippocampal interneurons. However, since 6
subunit-containing GABA, receptors are thought to be extrasynaptic in cerebellar

granule cells (Nusser et al., 1998), this may also be the case in hippocampal
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interneurons. Thus, the positive modulation of mIPSCs by allopregnanolone in OA
interneurons suggest that synaptic GABA, receptors lack the & subunit and may be

composed of combinations of o}y subunits exclusively (Table II).

Functional significance

The sensitivity of GABA 4 receptor-mediated mIPSCs to the allosteric modulators
tested in this study suggest that GABA, receptor subunits co-assemble and form
populations of receptors with different possible subunit configurations (ot;_sPi-3y1-3) at
inhibitory synapses of hippocampal horizontal and vertical interneurons (see Table II).
This functional heterogeneity corroborates previous studies which showed that most
types of GABA,4 receptor subunits were expressed in the hippocampus (Fritschy and
Mohler, 1995; Sperk et al., 1997). This heterogeneity could be due to variations in the
subunit composition of receptors at different inhibitory synapses originating from
various afferents, as suggested in hippocampal pyramidal cells (Pawelzik et al., 1999;
Thomson et al., 2000). Although inteuneurons receive some inhibitory afferents that are
interneuron-selective (Freund and Buzsaki, 1996; Gulyas et al.,, 1996), the
pharmacological profile of GABA, receptors in interneurons is in large part similar to
that of GABA, receptors in pyramidal cells: sensitive to zinc (Pawelzik et al., 1999;
Taketo and Yoshioka, 2000; Tietz et al., 1999), furosemide (Banks et al., 1998; Taketo
and Yoshioka, 2000), benzodiazepines (Poncer et al., 1996; Taketo and Yoshioka, 2000;
Tietz et al., 1999; Zeng and Tietz, 1999) and allopregnanolone (Smith et al., 1998). This
suggests that synaptic GABA, receptors in interneurons and pyramidal cells have
similar subunit configurations. Thus, because of this similar receptor composition in
pyramidal cells and inhibitory interneurons, agents aimed at modulating GABAa
inhibition in pyramidal cells will also affect GABA, inhibitory synapses onto
interneurons, and thus produce opposite indirect effects on inhibition of pyramidal cells

in intact hippocampal networks.
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Table I: Averaged mIPSCs recorded in OA interneurons.
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Amplitude Rise time Decay time Frequency
(ms) constant (ms) (Hz)
@A)
Mean 37.4 1.52 14.6 4.4
Standard error 14 0.04 0.7 0.3
Range (min - max) 19.5-56.1 1.11-2.01 10.9-32.6 1.0-9.9
mIPSCs recorded in CNQX, AP5 and TTX.
Data are expressed as mean + S.E.M. from 36 OA interneurons.
Table II: Modulation of GABA, mIPSCs in OA interneurons.
Decay time  Frequency  Possible GABAA
Amplitude  Rise time constant receptor subunits
Zinc J — — — ofy
Furosemide 2 — - — 4By
Zolpidem T T ) — o By2
Flunitrazepam T — 0 — o1235B72
Allopregnanolone — — 0 — afy
(lacking 0)

— no change, ¥ significant decrease, T significant increase.
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Fig. 1. GABA-mediated mIPSCs in morphologically identified interneurons.

(A) Miniature IPSCs recorded at -60 mV in the presence of CNQX, AP5 and TTX were
fast inward currents. They were reversibly abolished by bicuculline, indicating that they
were GABA-mediated. (B and C) Examples of camera lucida drawings of well-filled
horizontal (B) and vertical (C) interneurons in OA labelled with biocytin. Arrows point
to axons. Str. oriens (ori.), pyramidale (pyr), radiatum (rad.), lacunosum-moleculare (l.-

m.).

Fig. 2. Negative modulation of mIPSCs by zinc.

A) Samples of mIPSCs (top three traces) from a cell recorded in control (left), after
application of 200 puM zinc for 15 min (middle) and after a 30 min washout (right). The
averaged mIPSCs for 90 sec periods in each condition are illustrated below. In the
presence of zinc the mIPSC amplitude was reduced. B) Graph of cumulative
distribution of mIPSC amplitudes from the same cell demonstrating a significant shift
towards smaller amplitudes in zinc (273 events in control, 244 events in zinc, 287 events
in wash). C) Summary histogram of properties of averaged mIPSCs for cells in zinc and

after washout. The mean amplitude was significantly decreased in zinc (**).

Fig.3. Negative modulation by furosemide.

A) Samples of mIPSCs (fop three traces) in control (left), after 15 min application of
600 pM furosemide (middle) and after a 30 min washout (right). Corresponding
averaged mIPSCs for each condition (bottom trace) show a reduced amplitude in
furosemide. B) Graph of cumulative distribution of mIPSC amplitude from the same
cell, revealing a significant shift towards smaller amplitudes in furosemide (251 events
in control, 241 events in furosemide, 187 events in wash). C) Summary histogram of
properties of averaged mIPSCs for all cells in furosemide and after washout, as well as
for cells exposed to the vehicle solution alone (0.625% DMSO). The mean amplitude
was decreased in furosemide (** significantly different from control and DMSO). The
mean decay t was significantly increased in both furosemide (in DMSO; *) and vehicle

(DMSO alone; A), indicating a significant effect due to DMSO on this parameter.
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Fig.4. Positive modulation by zolpidem.

A) Samples of mIPSCs (fop three traces) in control (left), after 10 min application
of 10 pM zolpidem (middle) and after a 60 min washout (right). Corresponding
averaged mIPSCs for each condition (botfom trace) show the enhanced current
amplitude in zolpidem. B) Averaged mIPSCs from panel A scaled to the peak
amplitude, show the increased duration of mIPSC in zolpidem, and the partial recovery
after washout. C) Graph of cumulative distribution of amplitude, rise time, decay t and
inter-event interval of mIPSCs from the cell in A, illustrating the significant shift
towards larger amplitudes, as well as slower rise time and decay t in zolpidem (/86
events in control, 94 events in zolpidem, 134 events in wash). There was no significant
change in the distribution of the inter-event intervals in zolpidem (323 events in control,
378 events in zolpidem, 330 events in wash). D) Summary histogram of properties of
averaged mIPSCs for all cells tested in zolpidem and after washout, as well as for cells
exposed to the vehicle solution alone (0.625% methanol). The mean amplitude was
increased in zolpidem (** significantly different from control and methanol). The mean
rise time and decay t were significantly increased in both zolpidem (in methanol) and
vehicle alone (methanol; A). However the changes were significantly greater in
zolpidem than in vehicle. The mean frequency of events was also significantly

increased in zolpidem (* significantly different from control but not methanol).

Fig. 5. Positive modulation by flunitrazepam.

A) Samples of mIPSCs (top three traces) in control (left), after 10 min application of 10
pM flunitrazepam (middle) and after a 30 min washout (right). Corresponding averaged
mIPSCs for each condition (bottom trace) show the enhanced current amplitude in
flunitrazepam. B) Averaged mIPSCs from panel A scaled to peak amplitude, illustrate
the increased duration and slower decay time of mIPSC in flunitrazepam. C) Graph of
cumulative distribution of amplitude, decay T and inter-event interval of mIPSCs from
the cell in A, illustrating the significant shift towards larger amplitude and slower decay
T in flunitrazepam (Kolmogorov-Smirnov; 239 events in control, 186 events in

Sflunitrazepam, 159 events in wash). In this cell, there was no significant change in the
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distribution of the inter-event intervals in flunitrazepam (458 events in control, 519
events in flunitrazepam, 413 events in wash). D) Summary histogram of properties of
averaged mIPSCs for all cells tested in flunitrazepam and after washout, as well as for
cells exposed to the vehicle solution alone (0.625% methanol). The mean amplitude was
increased in flunitrazepam (** significantly different from control and methanol). The
mean decay [] was significantly increased in both flunitrazepam (in 0.625% methanol)
and vehicle alone (0.625% methanol; A significantly different from control). However,
the changes were significantly greater in flunitrazepam than in vehicle. The mean
frequency of events was also significantly increased in flunitrazepam (* significantly

different from control, but not methanol).

Fig. 6. Positive modulation by allopregnanolone.

A) Samples of mIPSCs (top three traces) from a cell recorded in control (left), after
application of 10 uM allopregnanolone for 15 min (middle), and after a 30 min washout
(right). Corresponding averaged mIPSCs for each condition are illustrated below
(bottom). B) Averaged mIPSCs from panel A scaled to peak amplitude, illustrate the
slower decay time of mIPSCs in allopregnanolone. C) Graph of cumulative distribution
of decay T of mIPSCs from the cell in A reveal a significant shift towards slower decay t
in allopregnanolone. The effect was not reversed after 30 min of washout (/12 events in
control, 113 events in allopregnanolone, 81 events in wash). D) Summary histogram of
properties of averaged mIPSCs for all cells tested in allopregnanolone and after washout.

The mean decay t was significantly increased in allopregnanolone (**).
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5.1 Récapitulation des résultats principaux et plan de la discussion

Nos travaux ont démontré que les synapses GABAergiques des cellules
pyramidales expriment une PLT suite & une stimulation rythmique en bouffée a la
fréquence du rythme théta. La PLT dépend des protéines G postsynaptiques de méme
que d’une élévation postsynaptique du Ca>* intracellulaire et nécessite une activation
conjointe des récepteurs GABAp et des récepteurs métabotropes du glutamate
postsynaptiques (Patenaude et al., 2003). Cependant, la transmission a ces mémes
synapses subit une dépression transitoire aprés une stimulation intense a haute
fréquence. Il a également été observé que les synapses GABAergiques des
interneurones de la couche radiatum expriment aussi la PLT suite & une stimulation
rythmique en bouffée a la fréquence théta (Patenaude et al. 2005). Toutefois,
contrairement aux synapses GABAergiques des cellules pyramidales, les synapses
inhibitrices formées sur les interneurones ne montrent aucune dépression suite a une
stimulation a haute fréquence ou une dépolarisation postsynaptique. Finalement,
I’application de modulateurs allostériques des récepteurs GABAA a révélé que les
récepteurs synaptiques sont hétérogénes sur les interneurones de la couche oriens/alveus
(Patenaude et al., 2001). Dans ce chapitre de discussion, j’aborderai dans un premier
temps les différents sites synaptiques ou la PLT a été décrite au sein des circuits
inhibiteurs de I’hippocampe et de I’apport de nos travaux a ce sujet. Je discuterai
également des mécanismes de la PLT et de la transmission aux synapses
GABAergiques, et je soulignerai les principales différences entre les synapses des
cellules pyramidales et des interneurones. S’ensuivra une section portant sur la
modulation pharmacologique des récepteurs GABA, sur les interneurones. J’évaluerai
de plus comment la plasticité aux synapses GABAergiques peut affecter la fonction des
réseaux neuronaux et contribuer aux changements comportementaux. Finalement, je
terminerai cette discussion en proposant plusieurs séries d’expériences qui pourraient

étre effectuées éventuellement afin d’approfondir nos connaissances sur le sujet.

5.2 Sites de la PLT au sein des réseaux inhibiteurs de ’hippocampe
Un train de stimulation a haute fréquence (SHF) et une stimulation en bouffée 6

(SBT) des collatérales de Schaffer sont les deux protocoles de stimulation utilisés
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fréquemment pour induire la PLT des synapses excitatrices sur les cellules pyramidales
du CAl. Ces protocoles affectent en paraliéle la transmission inhibitrice, mais la
direction des modifications dépend de la nature de la stimulation puisque la SHF
provoque seulement une dépression transitoire des PPSIs polysynaptiques tandis que la
SBT entraine une augmentation durable de I’inhibition et la PLT des PPSIs (Chapman et
al., 1998; Perez et al., 1999). Des études antérieures ont rapporté que la PLT de la
transmission inhibitrice résultait soit d’une excitabilité accrue des interneurones suite a
la propagation passive de la PLT des cellules pyramidales (Maccaferri & McBain, 1995)
ou d’une PLT de la transmission aux synapses excitatrices des interneurones (Taube &
Schwartzkroin, 1987; Ouardouz & Lacaille, 1995; Perez et al., 2001). Nos données
ajoutent une nouvelle dimension a la plasticité des réseaux inhibiteurs en démontrant
que les synapses GABAergiques des cellules pyramidales et des interneurones de la
couche radiatum (RAD) sont également renforcées pour une longue période suite a une

stimulation a la fréquence du rythme 6 (Patenaude ef al.. 2003, 2005) (Figure 1).

1- Propagation passive de la PLT
des celluies pyramidales

2- PLT aux synapses excitatrices des
interneurones

3- PLT de la transmission directement
aux synapses GABA des cellules
pyramidales

4- PLT de la transmission directement
aux synapses GABA des interneurones

=] Synapses
1 f excitatnces eow———gf
Synapses

inhibitrices ==

Figure 1: Schéma simplifié illustrant les différents sites synaptiques
pouvant exprimer la PLT au sein des circuits inhibiteurs
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Nos travaux sont compatibles avec les données récentes qui indiquent que
I’activité neuronale engendre des changements & long terme de la transmission aux
synapses GABAergiques (Gaiarsa et al., 2002). Plus spécifiquement, il a été rapporté
chez le rat juvénile qu’une PLT présynaptique est induite aux synapses GABAergiques
des cellules pyramidales du CAl suite & une stimulation a haute fréquence (100 Hz)
(Shew et al., 2000). De méme, Woodin et al. (2003) ont observé qu’une stimulation
jumelée & une dépolarisation postsynaptique produit une autre forme de PLT qui dépend
de la réduction de ’activité des co-transporteurs K*-CI" (KCC). Par contre chez les
animaux adultes, une stimulation a haute fréquence provoque une DLT mettant en cause
la déphosphorylation des récepteurs GABA, postsynaptiques par la protéine
phosphatase calcineurine (Lu et al., 2000; Wang et al., 2003) ou I’inhibition de la
reldiche de GABA par les récepteurs cannabinoides de type 1 (CBI1) présynaptiques
activés suite a la libération rétrograde d’endocannabinoides (Chevaleyre & Castillo,
2003).

Toutes les études qui traitent de la plasticité a long terme des synapses
GABAergiques ont été effectuées sur les cellules principales (cellules pyramidales et
granulaires). Donc, nos travaux sur la PLT aux synapses GABA des interneurones de la
couche radiatum constituent la premiére démonstration que la transmission inhibitrice
peut également subir des modifications persistantes sur ces cellules. Le fait que la PLT
puisse étre induite autant aux synapses GABAergiques des cellules pyramidales que des
interneurones peut a priori paraitre paradoxal, puisqu’une inhibition accrue des
interneurones devrait conduire a la désinhibition des cellules pyramidales et ainsi contrer
la PLT aux synapses GABAergiques des cellules pyramidales. Cependant, dans des
conditions physiologiques ou les circuits de I’hippocampe sont intacts, la plasticité des
interneurones peut avoir d’autres conséquences qu’une simple opposition a la PLT des
cellules pyramidales. Premiérement, méme si I’on considére que les afférences
inhibitrices qui contactent les interneurones RAD ciblent également les cellules
pyramidales du CAl (et donc, que la PLT survient simultanément sur les deux
populations de cellules), il est possible que la désinhibition et la PLT aux synapses
GABAergiques des cellules pyramidales se produisent sur des domaines cellulaires

différents. Il a d’ailleurs été démontré que I’inhibition était diminuée sur les dendrites
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apicales des cellules pyramidales du CAl durant la PLT alors que I’inhibition était
facilitée au soma (Stelzer et al., 1994). De méme, il semble que I’inhibition somatique
des cellules granulaires du gyrus dentelé soit diminuée lors d’une tiche d’apprentissage
spatiale alors que I’inhibition dendritique est facilitée (Moser, 1996). Deuxiémement, il
demeure inconnu pour I’instant si les interneurones RAD et les cellules pyramidales
recoivent les mémes afférences inhibitrices et, en conséquence, si la PLT sur les
interneurones survient dans le méme contexte et simultanément que la PLT sur les
cellules pyramidales. L’influence de la plasticité aux synapses GABAergiques des
cellules pyramidales et des interneurones RAD sur la fonction de I’hippocampe demeure
4 démontrer, mais cette plasticité procure néanmoins une flexibilité supplémentaire aux
réseaux neuronaux qui pourrait contribuer au traitement de [’information dans

I’hippocampe.

5.3 Mécanismes de la PLT aux synapses GABA de I’hippocampe

Nos travaux démontrent que les systémes glutamatergiques et GABAergiques (via
’activation des récepteurs GABAp et mGluRs postsynaptiques), de méme qu’une
élévation postsynaptique de Ca®", sont importants pour le renforcement durable de la
transmission inhibitrice suite & une activité rythmique a la fréquence 0 (Figure 2). Par
contre, aucune PLT n’a été observée lors d’enregistrements de synapses GABAergiques
unitaires entre un interneurone et une cellule pyramidale, suggérant que l’activité
simultanée des systémes glutamatergiques et GABAergiques soit absolliment nécessaire
a la PLT. On ne peut cependant exclure la possibilité que la dialyse d’une composante
essentielle du milieu intracellulaire puisse contribuer & I’absence de PLT lors de ces
enregistrements pairés. De plus, I’enregistrement d’un plus grand nombre de paires
interneurone-cellule pyramidale serait favorable afin de confirmer ce résultat.

L’un des points qui reste a déterminer concerne I’origine de I’élévation calcique
nécessaire 4 la PLT. L’entrée de Ca”* par les récepteurs ionotropes du glutamate peut
étre exclue parce que les enregistrements ont été effectués en présence d’antagonistes
des récepteurs NMDA et AMPA. Il serait aussi surprenant que les canaux Ca**
dépendant du voltage soient impliqués puisque nos expériences ont été effectuées dans

des conditions de voltage imposé de fagon & empécher [’activation de ces canaux. Nous
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avons suggéré que D’activation des récepteurs GABAp et mGluRs constituait
probablement les principales voies menant a une élévation de Ca®*. En accord avec cette
possibilité, il a été démontré que I’activation des récepteurs GABAp produit une
élévation calcique dans les astrocytes de I’hippocampe qui déclenche subséquemment la
reldche astrocytaire de glutamate et conduit a 1’excitation des interneurones et a la
facilitation de la transmission synaptique inhibitrice (Kang er al., 1998). Cependant,
puisque cette facilitation est abolie par I’antagoniste des récepteurs AMPA, ce
mécanisme d’action ne peut étre retenu pour la PLT aux synapses GABA. De plus, il
n’a pas été démontré si les récepteurs GABAg neuronaux déclenchent une telle élévation
calcique. Les mGluRs du groupe I sont associ€s a I’inositol triphosphate (IP3) et a la
relache de Ca’" par les réserves intracellulaires (Murphy & Miller, 1988). L’activation
des mGluRs extrasynaptiques (Baude et al., 1993; Lujan ef al., 1997) a proximité des
synapses GABAergiques pourrait donc constituer un lien de signalisation du Ca**

menant a la PLT des CPSIs (Figure 2).

Post

fa9uy SBT Récepteurs GABA, +  Glutamate

1 1
- GABA il Récepteurs GaBAp i mGuRs du Groupe 111

Figure 2: Mécanismes possibles de la PLT aux synapses GABA des cellules
pyramidales du CA1l

La SBT active les fibres inhibitrices et excitatrices, produit la relache du GABA et du

glutamate qui lient, respectivement, les récepteurs GABAp et mGluRs, ce qui déclenche

une ou des voies de signalisation intracellulaire conduisant & une activité accrue des

récepteurs GABAA.
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Cependant, des études antérieures ont indiqué qu’une forte concentration
intracellulaire de Ca®* (Mozrzymas & Cherubini, 1998), ou une élévation de Ca®* via les
récepteurs NMDA (Stelzer et al., 1987; Chen & Wong, 1994; Stelzer & Shi, 1994; Lu ef
al., 2000), les réserves intracellulaires (De Koninck & Mody, 1996) ou les canaux Ca**
dépendant du voltage (Pitler & Alger, 1992; Chevaleyre & Castillo, 2003) ménent
principalement & une réduction de la transmission GABAergique. Une des raisons qui
pourrait expliquer ces résultats contradictoires provient du fait que ces manipulations
engendraient une élévation intracellulaire massive et rapide du Ca®*. Or, les expériences
de Perez et al. (1999) ont démontré qu’une stimulation modérée telle la SBT génére une
élévation de Ca®* plus lente, mais plus importante qu’une stimulation massive a haute
fréquence (SHF). Cette hausse progressive de la concentration de Ca®* pourrait
favoriser la potentialisation de la transmission inhibitrice. Une élévation graduelle de
Ca®" durant la SBT pourrait également produire la PLT des IPSCs directement aux
synapses GABAergiques des interneurones. De plus, puisque la source de Ca®* qui
mene a la PLT des CPSIs (possiblement via mGluRs) différe de celles qui conduisent a
la réduction de la transmission GABAergiques, il est également possible que ces
résultats opposés résultent de I’activation de différents micro-domaines de Ca®" associés
a des complexes protéiques et des voies de signalisation distinctes (Delmas & Brown,
2002).

Comment I’activation des récepteurs GABAp et mGluRs, provoquant une élévation
de Ca®, meéne a I’expression de la PLT aux synapses GABAergiques? Deux
mécanismes peuvent étre considérés. Tout d’abord, on sait que les récepteurs GABAA
possédent plusieurs sites de phosphorylation par les protéines kinases et qu’ils sont
modulés par celles-ci (Smart, 1997; Brandon et al., 2002a; Kittler & Moss, 2003). Or,
les récepteurs GABAjp et les mGluRs sont associés & la voie de ’AMPc/PKA (Hill,
1985; Malcangio & Bowery, 1993; Cunningham & Enna, 1996; Conn & Pin, 1997), et
une élévation postsynaptique du Ca®" conduit a I’activation de protéines kinases telle
CaMKII et PKC (Malenka & Nicoll, 1993). Donc, I’activation de ces voies de
signalisation durant la PLT pourrait changer I’état de phosphorylation des récepteurs
GABA, et en augmenter ’activité (Poisbeau et al., 1999; Kawaguchi & Hirano, 2002).

De plus, certaines études indiquent que le nombre de récepteurs GABA4 synaptiques a
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la surface cellulaire est controlé de fagon dynamique, notamment par les protéines
kinases (Wan et al., 1997; Nusser ef al., 1998a, b; Brunig et al., 2001; Brandon et al.,
2002b), et constitue un mécanisme important de plasticité (Kittler & Moss, 2001;
Kneussel, 2002). Donc, il est possible que I’insertion de récepteurs GABA4 a la
membrane synaptique contribue ala PLT de la transmission inhibitrice. Une
augmentation de la transmission inhibitrice par un tel mécanisme a déja été observe chez

les animaux épileptiques (Otis et al., 1994; Nusser ef al., 1998a, b).

5.4 Mécanismes de la transmission inhibitrice sur les cellules pyramidales et les

interneurones

L’enregistrement de réponses inhibitrices monosynaptiques induites par une
stimulation électrique a permis de révéler que la cinétique des CPSIs (temps de montée
et temps de descente) est plus rapide sur les interneurones RAD que sur les cellules
pyramidales (Patenaude et al. 2005). Nos résultats sont différents de ceux d’autres
études effectuées chez des rats juvéniles qui ont rapportées que la cinétique des CPSIs
spontanés (Atzori, 1996) ou induit par une stimulation électrique (Morin et al., 1996)
étaient similaire entre les cellules pyramidales et les interneurones des couches oriens,
pyramidale et lacunosum-moleculare. A I’opposé, il a aussi été rapporté que les CPSIs
spontanés des interneurones localisés dans toutes les couches de la région CA1 avaient
généralement une cinétique plus lente que ceux des cellules pyramidales (Hajos &
Mody, 1997). Toutefois, nos résultats concordent avec d’autres études qui ont
démontrées la présence de CPSIs plus rapides sur les cellules a panier que sur les
cellules granulaires du gyrus dentelé (Bartos et al., 2001, 2002). Ces résultats divergents
témoignent de la variabilité importante des mécanismes GABAergiques qui existe entre
les différents groupes d’interneurones. Cette variabilité a été attribuée a I’expression de
différents sous-types de récepteurs GABAs dans les différentes populations
d’interneurones (Hajos & Mody, 1997; Bacci er al., 2003).

Il a été suggéré que la transmission inhibitrice contrdle I’activité des cellules
pyramidales et joue un role important dans la génése des oscillations rythmiques des
circuits neuronaux (bandes de fréquence théta, gamma et 200 Hz) (Buzsaki, 1997). En

effet, I’activation d’un interneurone est capable d’entrainer, via [’activation des
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récepteurs GABA,, la synchronisation des cellules pyramidales a la fréquence théta
(Cobb et al, 1995). De plus, la transmission synaptique GABAergique entre les
interneurones peut également jouer un role important pour ’activité rythmique. Cette
possibilité est supportée par des études récentes qui indiquent que la transmission
synaptique GABAergique entre les cellules a panier du gyrus dentelé est plus rapide que
celle entre les cellules a panier et les cellules granulaires (Bartos et al., 2001). 11 a été
démontré a I’aide de la modélisation d’un réseau d’interneurones que cette inhibition
rapide d’exécution entre les cellules a panier est importante pour la cohérence des
oscillations a la bande de fréquence gamma (Bartos et al., 2002).

Or, nos travaux établissent que les CPSIs des interneurones de la couche radiatum
(pres de la couche lacunosum-moleculare) sont plus rapides que ceux des cellules
pyramidales (Patenaude et al. 2005). 1l est intéressant de constater que les interneurones
a la bordure des couches radiatum et lacunosum-moleculare possédent une activité
oscillatoire intrinseque a la fréquence théta lorsqu’ils sont dépolarisés (Chapman &
Lacaille, 1999b), qui pourrait contribuer a la génération de ’activité théta dans les
cellules pyramidales du CAl (Chapman & Lacaille, 1999a). Donc, la transmission
inhibitrice rapide pourrait étre un critére additionnel, avec la transmission rapide des
synapses excitatrices, le taux de décharge rapide et le couplage électrique de réseaux
d’interneurones, permettant aux interneurones d’opérer a haute vitesse et de fagonner
I’activité rythmique des réseaux neuronaux (Whittington & Traub, 2003; Jonas et al.,

2004).

5.5 Comparaison des propriétés et de la plasticité des synapses GABA des cellules
pyramidales et des interneurones

Nos travaux ont révélé une PLT similaire des CPSls sur les interneurones RAD et les
cellules pyramidales (Patenaude et al. 2005). Par contre, plusieurs différences
concernant la régulation a court terme de la transmission inhibitrice ont été remarquées
sur les interneurones: 1) la dépression du deuxiéme CPSI est moins prononcée lors d’une
stimulation pairée a court intervalle, 2) il n’y a aucune dépression transitoire suite a une
SHF, et 3) il n’y a pas de suppression de I’inhibition (DSI) suivant une dépolarisation

postsynaptique (Figure 3). Le rapport des réponses synaptiques obtenues par une
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stimulation pairée a court intervalle dépend de la probabilité de reldche du
neurotransmetteur (Zucker, 1989). Nous avons proposé que la dépression transitoire
suite & la SHF résulte de I’épuisement des vésicules synaptiques (Patenaude er al.
2005). Donc, le fait que ces deux phénomeénes soient de nature présynaptique indique
que les mécanismes de relache du GABA différent aux terminaisons GABAergiques des
cellules pyramidales et des interneurones RAD. Cette possibilité est d’ailleurs supportée
par des études récentes qui démontrent que la reliche de GABA est réduite davantage
par des agonistes des mGluRs du groupe III aux terminaisons GABAergiques contactant
les cellules pyramidales qu’a celles atteignant les interneurones de la couche radiatum
(Semyanov & Kullmann, 2000), et que ’application de kainate augmente la relache de
GABA aux synapses inhibitrices des interneurones des couches radiatum et oriens mais
pas a celles des cellules pyramidales (Cossart ef al., 2001).

Wilson et Nicoll (2001) ont démontré que le DSI découlait d’une réduction de la
libération de GABA déclenchée par la libération rétrograde d’endocannabinoides et
I’activation des récepteurs CB1 présynaptiques. Cependant, il a été démontré
récemment que les interneurones des couches oriens et radiatum n’expriment pas de DSI
méme si les CPSIs sur ces cellules sont inhibés par un agoniste des récepteurs CB1
(Hoffman ef al, 2003). Ceci suggére que les terminaisons GABAergiques qui
contactent les interneurones expriment les récepteurs CB1 et donc, que ’absence de DSI
serait due a I’incapacité des interneurones a relacher les endocannabinoides durant la
dépolarisation. Ainsi, les interneurones RAD possédent les mécanismes postsynaptiques
nécessaires a la PLT comme les cellules pyramidales, mais contrairement aux cellules

pyramidales, ils sont dépourvus de ceux responsables du DSI.
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Figure 3: Schéma récapitulatif illustrant les différences au niveau de la
transmission et de la plasticité des synapses GABAergiques sur les
cellules pyramidales et les interneurones RAD
SBT: Stimulation en bouffées théta, SHF: Stimulation & haute fréquence;
DSI: Suppression de 1’inhibition suite & une dépolarisation postsynaptique;
DCT: Dépression a court terme; PLT: potentialisation a long terme.

Cette régulation différentielle des synapses GABA des cellules pyramidales et des
interneurones RAD peut dépendre de deux facteurs. D’une part, les afférences ciblant
les interneurones et les cellules pyramidales pourraient avoir des propriétés différentes a
cause d’une origine distincte des fibres inhibitrices (propriétés spécifiques a I’afférence).
D’autre part, les mécanismes synaptiques pourraient aussi étre influencés par la nature
du neurone postsynaptique (propriétés spécifiques a la cible) (Figure 4). Puisque nous
avons utilisé une stimulation extracellulaire qui active de nombreuses fibres inhibitrices,
il nous est impossible de déterminer lequel de ces deux facteurs est responsable des
différences observés sur les cellules pyramidales et les interneurones RAD. Des études
récentes utilisant des enregistrements multiples ont révélé que la dynamique de relache

du GABA et I’efficacité synaptique engendrés par deux classes d’interneurones de la

couche 4 du néocortex étaient dramatiquement différentes sur les cellules a décharge
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réguliére, suggérant que ces populations d’interneurones généraient deux réseaux
inhibiteurs distincts qui remplissaient des fonctions différentes (Beierlein et al., 2003).
Des conclusions semblables ont récemment été tirées dans 1’hippocampe puisqu’il a été
démontré que I’amplitude et la cinétique des CPSIs, de méme que la dynamique de
reldiche du GABA générés par différents types d’interneurones de la couche oriens
variaient considérablement sur les cellules pyramidales du CAl (Maccaferri et al,
2000). De méme, dans la région CA3, les synapses GABA formées par les
interneurones de la couche oriens ont un taux d’échec beaucoup plus faible que celles
formées par les interneurones de la couche lucidum (Aaron ef al., 2003). Donc dans
I’ensemble, ces résultats indiquent que les propriétés des synapses GABA sont
spécifiques a I’afférence. Cependant, Gupta et al. (2000) ont dévoilé que les différentes
classes d’interneurones du néocortex formaient une grande variété fonctionnelle de
synapses inhibitrices et que cette diversité dépendait de la nature des neurones pré- et
postsynaptiques. Des études similaires dans 1’hippocampe utilisant des enregistrements
multiples de divers types cellulaires devraient permettre de déterminer si la diversité

fonctionnelle est dile a I’afférence, a la cible, ou la combinaison de ces facteurs.

B
Spécifigua a U'afférence Spécifigua a la cibla

Lok
e A

Figure 4: Scénarios possibles pouvant expliquer la spécificité cellulaire des
synapses GABAergiques sur les cellules pyramidales et les
interneurones.
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5.6 Modulation pharmacologique des récepteurs GABA, des interneurones

Des études antérieures ont démontré que jusqu’a dix sous-unités des récepteurs
GABA, sont exprimées par les cellules pyramidales de I’hippocampe (Nusser et al.,
1996). Ces sous-unités peuvent s’assembler pour former différents sous-types de
récepteurs sensibles a une multitude de modulateurs allostériques (Banks ef al., 1998;
Pawelzik et al., 1999; Tietz et al., 1999; Thomson et al., 2000). Nos travaux portant sur
la modulation des réponses inhibitices miniatures ont révélé que les récepteurs GABAA
synaptiques des interneurones de la couche oriens/alveus (OA) possédent un profil
pharmacologique semblable a celui des récepteurs des cellules pyramidales (Patenaude
et al., 2001), suggérant une hétérogénéité structurelle importante également pour les
récepteurs des interneurones. Cependant, les CPSIs des interneurones de la couche
radiatum ont une sensibilité inférieure a la picrotoxine comparativement & ceux des
cellules pyramidales (Semyanov & Kullmann, 2002). Certaines classes d’interneurones
pourraient donc exprimer des sous-types de récepteurs GABA, différents de ceux
présents sur les cellules pyramidales.

Le profil phamacologique des récepteurs GABA, sur les interneurones OA a été
examiné par D’enregistrement de courants postsynaptiques inhibiteurs miniatures
(CPSIm). Ceux-ci proviennent de I’ensemble des connexions inhibitrices regues par
chaque interneurone et nous donne donc une indication de I’effet global d’un
modulateur. Cependant, ce type d’enregistrement ne nous permet pas de vérifier si la
modulation des récepteurs GABA, differe lorsque différentes afférences inhibitrices
sont activées. Il a été démontré que la modulation pharmacologique des PPSIs était
différente lorsque ceux-ci étaient générés par les cellules bistratifiées ou les cellules a
panier (Pawelzik et al, 1999; Thomson et al., 2000). Les interneurones regoivent
également des afférences inhibitrices provenant de plusieurs sources distinctes, dont
certaines sont communes aux cellules pyramidales et aux interneurones alors que
d’autres sont spécifiques aux interneurones (Acsady et al., 1996b; Freund & Buzsaki,
1996; Gulyas et al., 1996). Donc, une stratégie permettant de comparer la modulation
des réponses inhibitrices générées par un type d’afférence inhibitrice connue pourrait
permettre de révéler des différences pharmacologiques des récepteurs GABAA

synaptiques entre les différents types de cellules de I’hippocampe.
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La transmission synaptique GABAergique peut étre altérée au cours de certaines
pathologies. En effet, plusieurs changements importants surviennent au sein des réseaux
neuronaux de ’hippocampe au cours de ’épilepsie du lobe temporal. Par exemple,
I’expression de ’ARN messager (ARNm) des sous-unités o, etoas des récepteurs
GABAA, est diminuée dans la région CAl chez le modéle animal d’épilepsie provoquée
par I’injection de pilocarpine ou d’acide kainique (Houser & Esclapez, 1996; Rice ef al.,
1996). Ces changements pourraient étre associés au changement de cinétique des CPSIs
(Morin et al., 1998) et a une réduction de la sensibilité des récepteurs GABA4 a la
benzodiazépine clonazepam (Gibbs et al, 1997) dans les cellules pyramidales.
Egalement, plusieurs changements au niveau de la composition en sous-unités et de la
pharmacologie des récepteurs GABA 4 surviennent dans les cellules granulaires du gyrus
dentelé (Brooks-Kayal et al., 1998; Jones-Davis & Macdonald, 2003). Ces données
suggerent donc que les récepteurs GABA, subissent des modifications moléculaires et
fonctionnelles importantes dans ces modéles d’épilepsie. Les interneurones aussi
subissent des changements puisque le nombre et la longueur des contacts synaptiques
GABA périsomatiques sont augmentés sur les interneurones LM dans le mod¢le kainate
d’épilepsie (Morin et al, 1999). Mais le fait que la cinétique des CPSIs demeure
inchangée sur les interneurones OA et LM suggére que la fonction des récepteurs
GABA4 n’est pas altérée globalement dans ce modéle (Morin ef al., 1998). Toutefois, il
n’a pas été déterminé si la pharmacologie (et donc la composition) des récepteurs
GABA, est modifiée sur les interneurones. Une connaissance plus approfondie des
conséquences de 1’épilepsie du lobe temporal sur la pharmacologie des récepteurs
GABA, des interneurones et des cellules pyramidales pourrait étre prometteur pour le
traitement de cette maladie. En effet, le développement d’une thérapie pharmacologique
qui agirait spécifiquement sur les sous-types de récepteurs modifiés des cellules

pyramidales ou des interneurones pourrait permettre de rétablir 1’inhibition.

5.7 Impact fonctionnel de la plasticité aux synapses GABA
Tel que déja mentionné, la PLT/DLT des synapses excitatrices est considérée
comme étant le principal modéle neurobiologique de la mémoire (Bliss & Collingridge,

1993). Cependant, certaines indications laissent entrevoir la possibilité que les réseaux
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locaux d’interneurones et la transmission synaptique GABAergique pourraient
également contribuer au traitement de I’information et aux processus d’apprentissage et
de mémorisation. Cette possibilité est d’ailleurs soutenue par des études récentes ayant
exploré le role physiologique de la sous-unité a5 des récepteurs GABA,, une sous-unité
exprimée de fagon prédominante dans ’hippocampe. Ces travaux rapportent que des
souris déficientes pour la sous-unité o5 démontrent une meilleure performance dans des
tdches de conditionnement a la peur (trace fear conditioning) et d’apprentissage spatial
sans que soit modifié la PLT des synapses excitatrices (Collinson e/ al., 2002; Crestani
et al., 2002). Ces résultats suggérent que les récepteurs GABA, contenant la sous-unité
a5 joueraient un role prépondérant au cours de processus cognitifs dépendants de
’activité hippocampique.

Considérant I’importance de la transmission GABAergique pour 1’apprentissage et la
mémoire, une question cruciale demeure, & savoir quels sont les conséquences
physiologiques de la plasticité & long terme aux synapses GABAergiques? Tout
d’abord, il est fort probable que la plasticité aux synapses GABAergiques joue un role
différent au cours du développement puisque la transmission GABAergique produit un
effet excitateur chez les nouveaux-nés et inhibiteur chez ’adulte. Chez les jeunes
animaux, les changements a long terme de la transmission GABAergique se produisent
précisément dans la période correspondant a la maturation fonctionnelle des synapses
dans plusieurs structures du cerveau incluant le cortex visuel (Komatsu, 1994),
I’hippocampe (McLean ef al., 1996; Caillard et al., 1999b) et le systeme auditif (Kotak
& Sanes, 2000). Ainsi, dans I’olive latérale supérieure, la période a laquelle la DLT de
la transmission glycinergique est exprimée coincide avec le moment ou les synapses
inhibitrices sont éliminées (Sanes & Siverls, 1991). De méme dans I’hippocampe
néonatal, il a été observé que la PLT dépendante de I’activation des récepteurs NMDA
aux synapses GABAergiques est restreinte a la premiére semaine post-natale (McLean et
al., 1996; Gubellini et al., 2001) et concorde a la période de maturation des synapses
GABA (Ben-Ari ef al., 1997). De plus, le protocole de stimulation qui méne a la PLT
des synapses GABAergiques dans |’hippocampe des animaux naissants déclenche

également ’activité GABAergique spontanée dans les cellules pyramidales (Gubellini et
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al.,, 2001). Ces données suggerent globalement que la plasticité a long terme des
synapses inhibitrices serait impliquée dans la maturation et le rafinement fonctionnel des
connections synaptiques et des circuits neuronaux chez les jeunes animaux (Gaiarsa ef
al., 2002).

La plasticité a long terme des synapses GABAergiques pourrait avoir une fonction
complétement différente chez les animaux adultes. Tout d’abord, il a été rapporté dans
I’hippocampe que la DLT de la transmission synaptique GABAergique déclenchée par
une stimulation a haute fréquence serait en partie responsable de la plus grande efficacité
des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSEs) a générer des potentiels d’action dans
les cellules pyramidales du CAl au cours de la PLT aux synapses des collatérales de
Schaffer (Lu et al., 2000; Chevaleyre & Castillo, 2003). Ainsi, la plasticité & long terme
des synapses inhibitrices pourrait affecter le niveau d’activité des neurones cibles et
modifier 1’excitabilité des réseaux neuronaux (Lu et al., 2000; Chevaleyre & Castillo,
2003).

D’autre part, il y a maintenant une quantité croissante d’indications qui suggérent
que les interneurones jouent un role trés important dans la génése, la régulation et le
maintien de ’activité rythmique de réseaux de cellules pyramidales dans les bandes de
fréquence théta (5-12 Hz), gamma (30-80 Hz) et de 200 Hz (Cobb et al., 1995; Buzsaki,
1997; Chapman & Lacaille, 1999a). La modélisation de réseaux neuronaux a été utilisée
afin de déterminer comment la plasticité au sein des réseaux d’interneurones affecte
cette activité rythmique (Bibbig et al., 2001, 2002). Dans ce contexte, il a été démontré
que la plasticité aux synapses inhibitrices de cellules excitatrices permettait de
synchroniser I’activité oscillatoire de deux populations de neurones éloignés dont la
décharge était auparavant décalée (Bibbig er al., 2002). En accord avec ces données,
nous avons d’ailleurs proposé que la PLT aux synapses GABA des cellules pyramidales
du CA1 pouvait renforcer la cohérence de I’activité théta dans ’hippocampe (Patenaude
et al., 2003).

Considérant que I’activit¢ rythmique fournit les conditions nécessaires pour
déclencher des changements synaptiques a la base de certaines tdches cognitives
(Buzsaki, 2002; Whittington & Traub, 2003) et que la plasticité aux synapses

inhibitrices influence cette activité rythmique, il est donc possible que la modification
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des synapses inhibitrices conduise également & des changements comportementaux.
Aucune preuve directe d’un tel phénoméne n’a jusqu’a présent encore €té apportée chez
les mammifeéres, mais une étude effectuée sur le systéme olfactif de la sauterelle a
dévoilée qu’une inhibition synaptique accrue au cours de stimulations olfactives répétées
était associée a un changement du patron d’activité du réseau neuronal et que cette
modification pouvait permettre une meilleure discrimination de différentes odeurs
(Stopfer & Laurent, 1999). De plus, il a été démontré chez le poisson rouge que
I’induction spécifique de la PLT aux synapses glycinergiques des cellules Mauthner par
un son livré a une fréquence appropriée réduisait la probabilité du réflexe de fuite chez
I’animal ayant regu le conditionnement auditif (Oda et al., 1998). 1l a également été
noté dans cette étude que la fréquence du signal sonore qui induisait le plus efficacement
la PLT était la méme que celle qui produisait I’effet le plus marqué sur le comportement
du poisson, renforgant ainsi le lien entre la PLT des synapses inhibitrices et le
comportement. Puisque ’hippocampe est une structure importante pour ’apprentissage
et la formation de la mémoire, la PLT aux synapses GABAergiques pourrait donc avoir
un réle dans les processus mnémoniques. Cependant, il existe une grande hétérogénéité
d’interneurones dans I’hippocampe, de sorte que les changements durables de la
transmission synaptique GABAergique pourrait produire des effets variés sur la fonction
des réseaux neuronaux. Il importe donc d’explorer davantage les propriétés
fonctionnelles et la plasticité des réseaux GABAergiques afin de mieux comprendre leur

impact fonctionnel au sein de I’hippocampe.

5.8 Perspectives d’avenir

A la lumiére des résultats décrits dans cette thése, plusieurs voies de recherche
intéressantes devraient étre explorées afin d’approfondir nos connaissances des
mécanismes de régulation de la transmission GABAergique. Dans un premier temps, il
serait intéressant de caractériser les voies de signalisation intracellulaire impliquées dans
la. PLT des synapses GABA. Notamment, ¢étant donné que la
phosphorylation/déphosphorylation des récepteurs GABA, est un mécanisme de la
potentialisation et la dépression a long terme (Lu et al., 2000; Kawaguchi & Hirano,

2002), il serait intéressant de vérifier en patch clamp comment la PLT des CPSIs induite



155

par la SBT est affectée par des agents pharmacologiques qui bloquent I’activité des
protéines kinases (PKA, PKC et CaMKII). Aussi, il serait possible d’examiner, en
appliquant un activateur de chacune de ces voies de signalisation, si l’activité des
protéines kinases est suffisante pour produire une potentialisation durable des CPSIs.

Nous avons observeé lors de ’enregistrement simultanée d’un interneurone et d’une
cellule pyramidale connectée que la SBT d’un interneurone présynaptique produit une
augmentation & court terme de la transmission aux synapses GABA des cellules
pyramidales, mais est insuffisante pour induire la PLT (Patenaude et al, 2003).
L’absence de PLT dans ces conditions suggérait qu’une coopérativité (fibres
GABAergiques et/ou glutamatergiques) serait nécessaire a cause de I’incapacité d’un
seul interneurone a activer les récepteurs GABAp postsynaptiques, qui sont
généralement localisés en périphérie de la synapse (Scanziani, 2000; Kulik et al., 2003).
Il serait intéressant de déterminer quel apport 1’activation des mGluRs fournit a la PLT.
Ces expériences pourraient étre effectuées en utilisant une stimulation extracellulaire
minimale (Perez et al., 2001), qui consiste a activer une seule fibre inhibitrice, puis en
vérifiant comment les CPSIs sont affectés sur les cellules pyramidales suite a la SBT
seule, puis lorsqu’un agoniste des mGluRs du groupe I est appliqué localement durant la
SBT. Pour vérifier le role des récepteurs GABAp dans la coopérativité, des expériences
dans des conditions de stimulation minimale devraient étre effetuées en présence d’un
inhibiteur de la recapture du GABA afin de favoriser la diffusion du GABA hors des
synapses et 1’activation des récepteurs GABAg postsynaptiques (Scanziani, 2000). Ces
expériences permettraient de mieux cerner le rle des mGluRs et des récepteurs GABAp
dans la PLT des synapses GABA.

Nos résultats démontrent qu’en plus d’induire la PLT aux synapses GABAergiques
des cellules pyramidales, la SBT provoque également la PLT a celles des interneurones
du stratum radiatum. Cependant, tel que mentionné précédemment, il demeure inconnu
si les interneurones RAD et les cellules pyramidales regoivent les mémes afférences
inhibitrices. La possibilité que la stimulation d’un type d’afférence inhibitrice induise la
PLT simultanément dans les deux populations neuronales pourrait étre explorée en
faisant des enregistrements triples d’un interneurone présynaptique, lequel serait activé

par la SBT, de méme que d’un interneurone et d’une cellule pyramidale postsynaptique.
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Ces expériences seraient aussi effectuées en présence d’un inhibiteur de la recapture du
GABA afin d’activer les récepteurs GABAp postsynaptiques. Si la stimulation génére
des CPSIs autant dans la cellule pyramidale que dans !’interneurone, ce type
d’expérience permettra de confirmer que les cellules pyramidales du CAl et les
interneurones RAD recoivent des afférences inhibitrices communes. Dépendant de
I’induction de la PLT dans une population de cellule uniquement ou dans les deux
populations simultanément, ces manipulations devraient de plus permettre d’établir si
cette forme de plasticité a long terme est spécifique a un type de neurone en particulier
ou si elle se produit sans aucune sélectivité.

Un autre point pertinent a explorer consisterait a examiner si les synapses GABA des
autres populations d’interneurones de la région CAl présentent le méme patron de
plasticit¢ que celui des interneurones RAD. Cet aspect apparait particuliérement
important puisqu’il a été démontré que la PLT des synapses excitatrices est induite
spécifiquement aux synapses des interneurones de la couche oriens-alveus, mais pas a
celles des interneurones radiatum/lacunosum-moleculare (Perez ef al., 2001), établissant
ainsi que divers types d’interneurones jouant des rdles fonctionnels distincts (Miles et
al., 1996) posse¢dent des caractéristiques de plasticité synaptiques spécifiques. Donc, en
évaluant comment les synapses GABA d’autres types d’interneurones sont régulés par
I’activité neuronale (SBT, SHF, dépolarisation postsynaptique), il sera possible de
déterminer si les propriétés et la plasticité des synapses GABA sont hétérogénes et
sélectives a certains types d’interneurones inhibiteurs hippocampique. Dans un méme
ordre d’idées, il serait intéressant d’examiner si le profil pharmacologique des récepteurs
GABA, présents sur d’autres classes d’interneurones se compare a celui que nous avons
rapporté pour les interneurones de la couche OA. Cette étude pourrait de plus
comprendre une analyse moléculaire des ARNm des différentes sous-unités des
récepteurs GABA4 a 1’aide de la technique de PCR (polymerase chain reaction) cellule
unique. Ainsi, cette étude contribuerait & déterminer si la composition des récepteurs
GABA, varie selon le type d’interneurone ciblé.

Finalement, un déficit de la transmission GABAergique est per¢u comme étant 1’une
des principales dysfonctions responsables de 1’€pilepsie du lobe temporal (Bernard ef al.,

2000). Il a été proposé qu’un déséquilibre entre I’inhibition et I’excitation pourrait
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contribuer aux conditions d’hyperexcitabilité observées au cours de [’épilepsie
(Thompson, 1994). Dr’ailleurs, des expériences récentes ont révélé qu’une forme de
plasticité a court terme, la dépression transitoire de I’inhibition suite a une dépolarisation
postsynaptique (DSI), était augmentée pour une période prolongée sur les cellules
pyramidales de jeunes rats épileptiques (Chen ef al., 2003). De plus, il a été observé que
I’expression des sous-unités GABAp, et GABAp; et la fonction des récepteurs GABAp
sont altérées chez des animaux atteints d’épilepsie du lobe temporal (Brown et al., 2003,
Straessle et al., 2003). Puisque la PLT de I’inhibition est dépendante de 1’activation des
récepteurs GABAp postsynaptiques (Patenaude ef al., 2003), il est possible que cette
plasticité soit affectée chez les rats épileptiques. Cette possibilité pourrait étre testée en
vérifiant comment la SBT affecte la transmission synaptique GABAergique dans le
modele d’épilepsie de ’acide kainique. De plus, les autres formes de plasticité testées
dans cette thése (DSI et dépression de I’inhibition suite a une SHF) pourraient également
étre évaluées aux synapses GABA des cellules pyramidales et des interneurones. Cette
série d’expérience pourrait permettre d’établir si les mécanismes de régulation de la
transmission inhibitrice et les propriétés plastiques des synapses GABA sont affectées

durant cette pathologie.
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ANNEXE I

Contribution a la conception et a la rédaction de chaque article:

)

2)

3)

GABAGg receptor- and metabotropic glutamate receptor-dependent cooperative

long-term potentiation of rat hippocampal GABA, synaptic transmission.

J’ai effectué la plupart des expériences électrophysiologiques, I’analyse des résultats
et la rédaction de cet article. Andrew Chapman a participé aux expériences en
effectuant les enregistrements intracellulaires (fig. 1) et une partie des
enregistrements en mode patch-clamp courant imposé (fig. 2) tandis que Sandrine

Bertrand a effectué les enregistrements doubles (fig. 6).

Cell-type specific GABA synaptic transmission and activity-dependent plasticity

in rat hippocampal stratum radiatum interneurons.

J’aj effectué la totalité des expériences électrophysiologiques, I’histologie, I’analyse

des résultats et la rédaction de cet article.

Sensitivity of synaptic GABA, receptors to allosteric modulators in

hippocampal oriens-alveus interneurons.

J*ai effectué la totalité des expériences électrophysiologiques, I’analyse des résultats
et la rédaction de cet article. Les reconstructions des interneurones a la camera
lucida ont été faites par Isabelle Jutras. Suzanne Nurse m’a entrainé a apprendre la

technique d’enregistrement en patch-calmp.
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