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SOMMAIRE

Dans cette thése, nous avons caractérisé les changements qui surviennent dans les
circuits excitateurs et inhibiteurs de la région CAl de l'hippocampe dans le modéle
d’épilepsie de l'acide kainique (AK) chez le rat.

Les propriétés intrinséques et les courants synaptiques des cellules pyramidales et
des interneurones ont été caractérisés électrophysiologiquement chez le rat normal. Les
propriétés intrinséques étaient différentes dans les cellules pyramidales et les
interneurones, mais étaient semblables dans groupes d’interneurones. Les courants
synaptiques non-NMDA, NMDA et GABA, étaient similaires dans les interneurones et
cellules pyramidales, a 1’exception des courants NMDA dont la cinétique différait dans
les interneurones de la couche oriens et l'alveus (O/A).

Les mécanismes contribuant a I’hyperexcitabilité des cellules pyramidales apres le
traitement & I'AK ont ensuite été étudiés. L’effet du traitement sur le nombre
d'interneurones GABAergiques a été étudié en utilisant l'immunocytochimie contre la
décarboxylase de I’acide glutamique (DAG). Le traitement a provoqué une perte sélective
des interneurones DAG dans la couche O/A, mais pas dans les couches radiatum et
lacunosum-moleculare (LM). Une perte similaire d’interneurones a €té observée en
utilisant une méthode de coloration de Nissl. Cette perte sélective d'interneurones
GABAergiques contribuerait & I"hyperexcitabilité dans 1’hippocampe apres le traitement.

L’effet du traitement & I’AK sur les propriétés intrinséques et les courants
synaptiques des interneurones et cellules pyramidales a aussi été examing. Les propriétés
intrinséques étaient intactes suite au traitement, mais les réponses synaptiques étaient

modifiées. Les courants postsynaptiques excitateurs étaient réduits spécifiquement dans
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les interneurones LM. La conductance des courants GABA, monosynaptiques n’était pas
diminuée dans les cellules pyramidales, mais leur cinétique était plus rapide. La réduction
des courants excitateurs dans les interneurones LM pourrait contribuer & la diminution de
I’inhibition polysynaptique des cellules pyramidales, tandis que les modifications de
cinétique des courants inhibiteurs suggérent des changements compensatoires au niveau
des synapses inhibitrices des cellules pyramidales.

L’effet du traitement & I’AK sur les synapses périsomatiques GABAergiques et
non-GABAergiques des cellules pyramidales et interneurones a ensuite été examiné en
utilisant la méthode d'immunocytochimie du GABA. Apres le traitement, la longueur
moyenne des synapses GABA des cellules pyramidales était augmentée, ainsi que le
nombre et la longueur totale des synapses GABA sur le soma des interneurones LM.
Aucun changement n’a été observé aux synapses non-GABAergiques. L’inhibition
périsomatique semble donc augmentée dans les interneurones LM et les cellules
pyramidales suite au traitement a I’AK.

Finalement, une technique de fixation a été mise au point pour permettre une
préservation adéquate de tissu prélevé lors de résection de foyer épileptique chez
I’humain. Cette méthode a permis une fixation supérieure du tissu cortical prélevé chez
I’humain et un marquage des synapses GABAergiques 4 I’aide de I'immunocytochimie
du GABA aprés-enrobage. Cette méthode de fixation pourrait permettre une analyse
quantitative des contacts synaptiques GABAergiques dans le tissu épileptique humain.

Ainsi, nos travaux indiquent la présence de changements multiples et spécifiques
dans les circuits inhibiteurs du CAl qui peuvent contribuer a l'hyperexcitabilité¢ des

cellules pyramidales dans le modéle expérimental de I'épilepsie de I'AK.
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INTRODUCTION GENERALE ET

OBJECTIFS DE LA THESE



1 INTRODUCTION GENERALE

1.1 Les syndromes épileptiques

L’épilepsie est un syndrome neurologique, affligeant plus de 1 % de la
population (Engel 1989), causé par I'hyperactivité et la synchronisation des neurones
dans une ou plusieurs régions du cerveau (Engel 1989). Deux classes de crises
d’épilepsie sont identifiées selon une classification internationale: les crises
généralisées notamment les crises d'absence, tonico-cloniques, myocloniques ainsi
que les crises partielles comme les crises du lobe temporal (Fukuzako et Izumi 1991;
Shin et McNamara 1994). Dans cette thése, les mécanismes associ€s aux crises
d'épilepsie du lobe temporal seront abordés. Chez I'humain, les crises du lobe
temporal sont étroitement liées a une perte cellulaire extensive (sclérose) dans la
corne d'’Ammon (CA), région de I'hippocampe correspondant aux aires CAl a CA4,
et a I'hyperexcitabilité des cellules pyramidales (excitatrices) qui survivent dans cette
région (Nadler 1981; Ben-Ari 1985).

Afin d'étudier les mécanismes cellulaires qui sont impliqués dans ces deux
phénomeénes, plusieurs modéles animaux ont été développés : injection d'acide
kainique (Nadler 1981; Ben-Ari 1985) et de pilocarpine (Turski et al. 1989),
stimulation du faisceau perforant (Sloviter 1983) et status epilepticus (Lothman et al.
1989) ainsi que le modéle du kindling (Goddard et al. 1969; Wasterlain et al. 1986).
Dans la présente thése, le modéle du rat traité a l'acide kainique (AK) sera considéré.

L’acide kainique administré dans les ventricules latéraux des deux hémisphéres du rat



produit une perte sélective des neurones du hile et des cellules pyramidales du CA3
ainsi qu'un état d’hyperexcitabilité des cellules pyramidales de la région CALl.
Comparativement 4 I’injection intraventriculaire, I’injection systémique d’AK chez le
rat provoque aussi une perte de certains neurones du hile et des cellules pyramidales
de la région CA3, mais en plus endommage les cellules pyramidales de la région CA1
ainsi que les neurones du cortex pyriforme, de I’amygdale et du thalamus (Nadler
1981). Un des mérites du modéle d’injection intraventriculaire de I'AK est qu'il
reproduit, chez le rat, la pathologie observée dans I'hippocampe de plusieurs patients
souffrant d'épilepsie (Nadler 1981; Ben-Ari 1985). De plus, le modéle de I'AK
reproduit I"activité épileptiforme dans 1’hippocampe et le systéme limbique qui peut
ensuite provoquer des changements au niveau des circuits de I'hippocampe (Nadler
1981). Toutefois, une des limitations de ce modéle est que c’est une condition
expérimentale artificielle ou I’injection d’un analogue du glutamate endommage
certaines régions hippocampiques et corticales chez le rat. De plus, le modéle de I’AK
est un modéle d’épilepsie chez le rat, qui reproduit certaines caractéristiques
observées dans I’hippocampe chez des patients épileptiques, mais qui demeure
toutefois un mode¢le animal ou les changements observés dans les circuits
hippocampiques peuvent étre différents de ceux qui surviennent chez ’humain.

Des études ont démontré qu’une semaine aprés le traitement 4 I'AK, il y avait une
déafférentation importante au niveau des dendrites des cellules pyramidales dans la
couche radiatum du CA1 (Nadler et al. 1980), et que les cellules pyramidales étaient
hyperexcitables (Turner et Wheal 1991). Toutefois, d'autres travaux ont indiqué qu'il

y avait une réinnervation des dendrites des cellules pyramidales de six a huit



semaines apres le traitement a I'AK (Nadler et al. 1980), et que I'hyperexcitabilité des
cellules pyramidales était diminuée deux a quatre mois aprés le traitement a I'AK
(Franck et al. 1988). Ainsi, I’étude des circuits inhibiteurs, deux a quatre semaines
apres le traitement a I'AK, permet de déterminer les changements observés dans les
circuits inhibiteurs durant un état chronique d’hyperexcitabilité suite au traitement &
I’AK.

Afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires reliés a I'hyperexcitabilité
des cellules pyramidales et & l'activité épileptiforme de I'hippocampe, les circuits
excitateurs et inhibiteurs de I’hippocampe doivent étre d'abord considérés chez

I'animal témoin.

1.2 L'hippocampe du rat témoin

1.2.1 Le réseau neuronal de I'hippocampe

L'hippocampe est constitué d'un réseau trisynaptique excitateur : les fibres du
faisceau perforant, provenant du cortex entorhinal, font des contacts synaptiques sur
les dendrites des cellules granulaires du gyrus dentelé; les axones des cellules
granulaires (fibres moussues) projettent ensuite aux dendrites apicales des cellules
pyramidales de la région CA3; tandis que les fibres de Schaffer (axones des cellules
pyramidales du CA3) font des contacts synaptiques sur les dendrites des cellules
pyramidales de la région CAl (Figure 1) (Ramdn y Cajal 1911; Lorente de N&

1934). Les cellules granulaires et pyramidales de ce réseau sont des neurones



excitateurs et libérent le neurotransmetteur glutamate. Les cellules pyramidales ont un
corps cellulaire de forme triangulaire d'otl émerge une dendrite primaire apicale qui
traverse la couche radiatum (rad) en donnant des branches secondaires, qui se
subdivisent ensuite en plusieurs branches (Figure 1) (Ramon y Cajal 1911; Lorente
de N6 1934). Ces branches, de plus petit calibre, forment des arborisations dans les
couches radiatum et lacunosum-moleculare (Im) jusqu'a la fissure hippocampique.
Les cellules pyramidales possédent aussi des dendrites basales se ramifiant dans la
couche oriens (ori) et & la bordure de l'alveus (alv). Les dendrites des cellules
pyramidales sont couvertes d'épines. L'axone des neurones pyramidaux de la région
CAl prend origine du corps cellulaire du neurone, ou parfois d’une dendrite basale,
traverse la couche oriens jusqu'a l'alveus et se dirige vers le subiculum, le septum
latéral et d'autres régions limbiques (Ramén y Cajal 1911; Lorente de N 1934;
Freund et Buzsdki 1996).

En plus des cellules pyramidales qui sont situées cdte a cdte dans une couche
définie, plusieurs types de neurones inhibiteurs, qui libérent l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA), sont présents dans les différentes couches de la région CAl
(Figure 2) (Ra@mon y Cajal 1911; Lorente de N& 1934). Les neurones inhibiteurs,
aussi appelés interneurones, forment une classe hétérogéne de cellules qui régulent
l'activité neuronale de 'hippocampe en inhibant les cellules pyramidales (Andersen et
al. 1964; Alger et Nicoll 1982). Grace a la mise au point d'anticorps contre I'enzyme
de synthése du GABA, la décarboxylase de l'acide glutamique (DAG), ainsi que
contre le GABA, on a pu identifier, & l'aide de la technique d'immunocytochimie, les

neurones GABAergiques de l'hippocampe (Ribak et al. 1978). Des données



quantitatives suggerent que les interneurones constituent environ 10% de la
population neuronale de I'hippocampe et du gyrus dentelé, et que la majorité (80-
95%) des interneurones de I'hippocampe sont GABAergiques, et donc inhibiteurs

(Freund et Buzsaki 1996).

1.2.2  La classification des interneurones par leur morphologie

L'utilisation de différentes techniques de marquage comme celle de Golgi et
l'injection intracellulaire de colorant a permis d'identifier plusieurs types
d'interneurones qui peuvent étre classés selon leur arborisation dendritique et axonale
(Ramdn y Cajal 1911; Freund et Buzsdki 1996).

Dans la région CAl, les neurones axo-axoniques (A) (Figure 2), aussi appelés
chandeliers, ont leur corps cellulaire dans la couche pyramidale. Ils sont caractérisés
par une arborisation dendritique multi-laminaire. Ils possédent des dendrites qui
traversent la couche radiatum, et s’arborisent profusément dans la couche lacunosum-
moleculare, ainsi que des dendrites basales se ramifiant dans la couche oriens et
l'alveus (Buhl et al. 1994; Freund et Buzsaki 1996). Leurs dendrites n'ont pas d'épines
mais possedent quelquefois des varicosités. L'arborisation dendritique des neurones
axo-axoniques les rend susceptibles a plusieurs types d'afférences, notamment les
fibres de Schaffer, commissurales et celles provenant du cortex entorhinal. L'axone
des neurones axo-axoniques prend origine au niveau du corps cellulaire ou d'une
dendrite primaire, et s’arborise profusément dans les couches pyramidale et oriens

(Buhl et al. 1994). Les contacts synaptiques formés par ces neurones sont localisés



exclusivement au segment initial de l'axone des cellules pyramidales (Figure 2)
(Somogyi et al. 1983; Buhl et al. 1994).

Le neurone & panier (Pa) (Figure 2), ou basket cell, est un autre type de
neurone inhibiteur dont le corps cellulaire est situé dans la couche pyramidale
(Schwartzkroin et Mathers 1978; Schwartzkroin et Kunkel 1985; Buhl et al. 1995).
Les dendrites des neurones & panier ressemblent & celles des neurones axo-axoniques:
dendrites apicales s’arborisant dans les couches radiatum et lacunosum-moleculare et
dendrites basales situées dans l'oriens et l'alveus. De plus, les dendrites des neurones
4 panier ne possédent généralement pas d'épines. L'arborisation dendritique des
neurones & panier favorise aussi leur activation de plusieurs sources : fibres de
Schaffer, commissurales et entorhinales. L'axone des cellules a panier forme des
contacts synaptiques principalement dans la couche pyramidale et dans la région
proximale des couches oriens et radiatum, ciblant ainsi les corps cellulaires et
dendrites proximaux des neurones pyramidaux (Figure 2) (Schwartzkroin et Mathers
1978; Schwartzkroin et Kunkel 1985; Buhl et al. 1995).

Les interneurones horizontaux (H) (Figure 2), que l'on appelle aussi
interneurones O-LM, ont leur corps cellulaire dans la couche oriens (Maccaferri et
McBain 1995; Blasco-Ibanez et Freund 1995; Freund et Buzsdki 1996). Ces neurones
inhibiteurs ont des dendrites qui se prolongent horizontalement dans la couche oriens
et dans l'alveus, et qui se subdivisent en plusieurs branches. Des travaux ont montré
qu’aprés un événement ischémique qui cause une mort cellulaire sélective des
neurones pyramidaux de la région CAl, presque tous les contacts synaptiques

asymmétriques (excitateurs) sur les interneurones O-LM étaient perdue (Blasco-



Ibanez et Freund 1995). Ces auteurs en ont conclu que les principales afférences des
interneurones O-LM étaient des fibres collatérales des axones des cellules
pyramidales de la région CA1. L'axone des interneurones horizontaux projette dans la
couche radiatum jusqu'a la couche lacunosum-moleculare, ou plusieurs collatéraux
forment des contacts synaptiques sur les dendrites distales des cellules pyramidales
(Figure 2) (Blasco-Ibanez et Freund 1995; Maccaferri et McBain 1995; Freund et
Buzsdki 1996).

Les interneurones verticaux (V) (Figure 2), qui incluent les neurones
bistratifiés (Buhl et al. 1996; Halasy et al. 1996) et trilaminaires (Sik et al. 1995),
constituent un autre type d'interneurone dont le corps cellulaire est situé dans les
couches pyramidale ou oriens (Lacaille et al. 1987; Lacaille et Williams 1990).
Contrairement aux interneurones horizontaux, les dendrites de ces interneurones sont
distribuées horizontalement dans la couche oriens et dans l'alveus, ainsi que
verticalement dans les couches radiatum et lacunosum-moleculare (Figure 2)
(Lacaille et al. 1987; Lacaille et Williams 1990; Freund et Buzsdki 1996).
L’arborisation dendritique multi-laminaire de ces interncurones rend possible leur
activation par les fibres commissurales et de Schaffer, ainsi que par celles provenant
du cortex entorhinal. Toutefois, ces neurones sont aussi activés par les fibres
collatérales des axones des cellules pyramidales de la région CAl. L'axone des
interneurones bistratifiés forme des arborisations dans les couches oriens ainsi que
radiatum, tandis que celui des neurones trilaminaires donne en plus des ramifications
dans la couche pyramidale (Freund et Buzsdki 1996) (Figure 2). Ainsi, ces

arborisations axonales indiquent que ces deux types d'interneurones forment en



grande partie des contacts synaptiques avec les dendrites des cellules pyramidales
(Freund et Buzsaki 1996).

Les interneurones étoilés (E) (Figure 2) sont un autre type d'interneurone dont
le corps cellulaire est situé a la bordure des couches radiatum et lacunosum-
moleculare (Misgeld et Frotscher 1986; Kunkel et al. 1988; Lacaille et Schwartzkroin
1988a). Ces interneurones possédent des dendrites dépourvues d'épines formant des
arborisations dans les couches oriens, radiatum et lacunosum-moleculare, ainsi que
parfois dans la couche moléculaire du gyrus dentelé. Des travaux étudiant la
dégénérescence de terminaisons ont démontré que les afférences des interneurones
étoilés provenaient des fibres de Schaffer, commissurales ainsi que du cortex
entorhinal ipsilatéral (Kunkel et al. 1988). Ces interneurones ont une arborisation
axonale trés étendue surtout dans les couches radiatum et lacunosum-moleculare et
font principalement des contacts synaptiques sur les dendrites des cellules
pyramidales (Figure 2). Un autre type d’interneurone, dont le corps cellulaire est
localisé dans la couche radiatum, posséde des dendrites formant des arborisations
principalement dans la couche radiatum, mais aussi moins fréquemment dans les
couches pyramidale et oriens (non illustré dans la Figure 2) (Gulyas et al. 1993). Leur
arborisation dendritique rend possible l'activation de ces interneurones par les fibres
de Schaffer et commissurales. L'axone des interneurones de la couche radiatum est
localisé dans la couche radiatum, toutefois quelques collatéraux pénétrent dans les
couches pyramidale et oriens. Des travaux en microscopie électronique ont indiqué

que les axones de ces interneurones forment des contacts synaptiques sur les



10

dendrites ainsi que sur les €pines dendritiques des cellules pyramidales (Gulyas et al.
1993).

Gréce a la technique d'immunocytochimie, trois autres types d'interneurones
contenant un neuropeptide appelé polypeptide intestinal vasoactif (PIV) ont pu étre
identifiés. L’axone de ces interneurones forment des contacts synaptiques uniquement
avec d'autres interneurones, d’ou leur appellation de cellules interneuron-selective
(IS-1, IS-2, et IS-3) (Figure 2) (Acsady et al. 1996a,b; Guylas et al. 1996). Le premier
type d'interneurone, IS-1, a un corps cellulaire situé dans les couches radiatum,
pyramidale ou oriens. Ces interneurones possédent des dendrites démunies d'épines
qui s'étendent dans les couches radiatum, lacunosum-moleculare et oriens (Figure 2).
Ces cellules forment des contacts dendrodendritiques entre elles ot deux ou trois
dendrites peuvent étre entrelacées sur une distance d'environ 100 um (Gulyas et al.
1996; Acsady et al. 1996b). L'arborisation axonale des cellules IS-1 est généralement
dans la couche radiatum (Figure 2). D'aprés leur arborisation dendritique et axonale,
ces interneurones regoivent probablement des afférences des fibres de Schaffer,
commissurales et entorhinales, et projettent aux interneurones qui forment des
contacts synaptiques sur les dendrites des cellules pyramidales (Figure 2). Le
deuxiéme type d'interneurone, IS-2, a un corps cellulaire situé¢ dans la couche
radiatum pres de la couche lacunosum-moleculare, des dendrites dépourvues d'épines
arborisant profusément dans la couche lacunosum-moleculare, et un axone qui
projette dans la couche radiatum jusqu'a la couche pyramidale (Figure 2) (Acsady et
al. 1996a,b). Les afférences des interneurones IS-2 proviennent du cortex entorhinal,

tandis que leurs cibles semblent étre les interneurones qui font des contacts
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synaptiques sur les dendrites des cellules pyramidales au niveau de la couche
radiatum. Le dernier type d'interneurone, IS-3, a un corps cellulaire, dans la couche
pyramidale ou radiatum (Figure 2) (Acsady et al. 1996a,b). Son arborisation
dendritique est bipolaire, avec un axe dendritique projettant vers la couche
lacunosum-moleculare, et un autre vers la couche oriens. L'axone des neurones IS-3
prend origine au niveau du corps cellulaire ou d'une dendrite primaire, et projette vers
la couche oriens, donnant plusieurs collatéraux a la bordure de l'alveus. Les
afférences de ces interneurones sont les fibres entorhinales, tandis que leurs axones
ciblent les interneurones de la couche oriens, qui eux font des contacts synaptiques

sur les dendrites des cellules pyramidales (Figure 2).

1.2.3  La caractérisation des interneurones par la co-localisation de neuropeptides

Les interneurones peuvent aussi étre caractérisés selon la co-localisation
sélective de certains neuropeptides, notamment la somatostatine (SOM), le
neuropeptide Y (NPY), le polypeptide intestinal vasoactif (PIV), et la
cholecystokinine (CCK) avec le GABA (Somogyi et al. 1984; Sloviter et Naviler
1987; Kosaka et al. 1988; Buckmaster et al. 1994). La somatostatine a été trouvée
dans les interneurones de la couche oriens et de l'alveus, et des travaux en
immunocytochimie ont suggéré qu'elle était plus spécifiquement associée aux
interneurones horizontaux (Kunkel et Schwartzkroin 1988; Blasco-Ibanez et Freund
1995; Freund et Buzsdki 1996), puisque les neurones marqués par la somatostatine

étaient aussi marqués par un anticorps contre le récepteur métabotrope, mGluR1,
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spécifiquement retrouvé dans les interneurones horizontaux (Baude et al. 1993).
D'autres interneurones dont le corps cellulaire est situé dans les couches pyramidale
ou oriens démontrent une co-localisation du GABA et du neuropeptide Y. Il s'agit
probablement d'interneurones horizontaux, car leurs arborisations dendritiques et
axonales sont semblables (Freund et Buzsaki 1996). Tel que décrit précédemment, le
neuropeptide PIV a é€t€ identifié dans les cellules interneuron selective (IS-1, IS-2 et
IS-3), toutefois il est aussi présent dans les cellules & panier (Acsady et al. 1996a,b;
Freund et Buzsdki 1996). Finalement, la cholecystokinine est un autre neuropeptide
qui a été identifié principalement dans les interneurones de la couche radiatum, moins
fréquemment dans ceux des couches pyramidale et oriens, et rarement dans ceux de la
couche lacunosum-moleculare (Freund et Buzsiki 1996). Des travaux de double
marquage ont suggéré que la cholecystokinine est présente dans certains
interneurones a panier et axo-axoniques de la couche pyramidale, puisqu'ils sont aussi
immunopositifs pour une protéine intracellulaire liant le Ca®*, que 1’on appelle la

parvalbumine (Gulyas et al. 1991).

1.2.4  La caractérisation des interneurones par la co-localisation de protéines liant

le Ca’*

En utilisant les techniques d'immunocytochimie, certains interneurones de la
région CAl peuvent étre différenciés selon les protéines liant le Ca®* (calcium
binding proteins) qu'ils contiennent (Kosaka et al. 1987; Gulyas et al. 1991; Freund et

Buzsdki 1996). La parvalbumine est une de ces protéines qui a été identifiée dans les



13

interneurones de l'hippocampe (Baimbridge et Miller 1982). La proportion des
interneurones des régions CA1, CA3 et du gyrus dentelé qui contiennent la DAG et la
parvalbumine est d’environ 20% (Kosaka et al. 1987). Une étude
immunocytochimique a suggéré que 50% des neurones immunopositifs pour la
parvalbumine étaient situés dans la couche pyramidale et correspondent aux neurones
a panier et axo-axoniques (Kosaka et al. 1987). Par contre, des travaux en
microscopie électronique ont montré que les contacts synaptiques de forme
symmétrique localisés au corps cellulaire, aux dendrites proximales ainsi qu’au
segment initial de I’axone de cellules pyramidales n’étaient pas toujours
immunopositifs pour la parvalbumine (Ribak et al. 1990). Par ailleurs, il existe des
interneurones a panier qui contiennent les neuropeptides CCK et PIV mais qui ne
contiennent pas de parvalbumine (Gulyas et al. 1991; Acsady et al. 1996a,b). Les
études immunocytochimiques indiquent donc que les interneurones a panier et axo-
axoniques ne contiennent pas tous de la parvalbumine. De plus, 30 a 40% des
interneurones de la couche oriens et 3 a 6% de ceux de la couche radiatum
contiennent de la parvalbumine (Kosaka et al. 1987), tandis que les interneurones de
la couche lacunosum-moleculare ne contiennent pas de parvalbumine (Kosaka et al.
1987).

Une autre protéine liant le Ca®*, aussi appelée calbindine, est présente dans les
interneurones, mais aussi dans les cellules pyramidales de la région CAl de
I'hippocampe (Baimbridge et Miller 1982; Sloviter 1989; Toth et Freund 1992). Les
interneurones contenant la calbindine sont situés dans la couche radiatum ainsi qu’a

la bordure des couches radiatum et lacunosum-moleculare (Gulyas et al. 1991; Toth
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et Freund 1992). Certains interneurones des couches oriens, pyramidale et
lacunosum-moleculare contiennent aussi, mais plus rarement, la calbindine. D’aprés
leur arborisation dendritique et axonale, certains interneurones contenant la
calbindine correspondraient aux interneurones bistratifiés, aux interneurones de la
couche radiatum ainsi qu’aux interneurones situés a la bordure des couches radiatum
et lacunosum-moleculare (Freund et Buzsaki 1996).

Finalement, la calrétinine est une autre protéine intracellulaire liant le Ca®*
présente dans les interneurones qui forment préférentiellement des contacts
synaptiques sur les autres interneurones (IS-1, IS-2 et IS-3) (Gulyas et al. 1996).

Ainsi, la co-localisation dans les interneurones du GABA et d'autres substances,
comme les neuropeptides ou les protéines intracellulaires liant le Ca®", suggére que
les interneurones inhibiteurs de la région CA1 de I'hippocampe constituent une classe

de neurones trés hétérogeéne.

1.2.5 La caractérisation des interneurones par le type d'inhibition

Trois grandes classes d'interneurones peuvent aussi étre identifiées selon le type
d'inhibition qu'ils produisent dans les cellules pyramidales. Les cellules verticales (V;
Figure 2) (Lacaille et al. 1987; Lacaille et Williams 1990), axo-axoniques (A; Figure
2) (Buhl et al. 1994) et a panier (Pa; Figure 2) (Knowles et Schwartzkroin 1981) ont
une arborisation dendritique multi-laminaire et sont activées par les fibres afférentes
de la région CAl. Ces interneurones sont donc activés de maniére proactive. Ces

interneurones regoivent aussi des afférences des fibres collatérales des axones des
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cellules pyramidales de la région CAl et sont donc également activés de maniére
rétroactive (Figure 2). Ainsi, ces interneurones inhibent les cellules pyramidales de
fagon proactive et rétroactive. Par contre, la majorité des contacts synaptiques
excitateurs des interneurones horizontaux (H; Figure 2) proviennent de collatéraux
des axones des cellules pyramidales (Blasco-Ibanez et Freund 1995), ce qui indique
que ces interneurones geénérent seulement une inhibition rétroactive dans les cellules
pyramidales (Blasco-Ibanez et Freund 1995; Maccaferri et McBain 1995) (Figure 2).
Finalement, les interneurones étoilés situés a la bordure des couches radiatum et
lacunosum-moleculare (E; Figure 2) regoivent des afférences des fibres de Schaffer et
du cortex entorhinal ipsilatéral, et non des cellules pyramidales de la région CAl. Ils
inhibent donc les cellules pyramidales uniquement de maniére proactive
(Schwartzkroin et Mathers 1978; Kawaguchi et Hama 1988; Lacaille et

Schwartzkroin 1988b) (Figure 2).

1.2.0 Les propriétés physiologiques des interneurones

Les propriétés membranaires des cellules pyramidales et de différents types
d'interneurones ont été caractérisées lors d'enregistrements intracellulaires de
neurones dans des tranches d'hippocampe maintenues iz vitro. Ces travaux ont mis en
évidence des différences entre les propriétés intrinséques des cellules pyramidales et
des interneurones (Schwartzkroin et Mathers 1978; Lacaille et Schwartzkroin
1988a,b). De plus, ces études ont suggéré que deux types d'interneurones pouvaient

étre différenciés selon leurs propriétés physiologiques (Kawaguchi et Hama 1988;
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Lacaille et al. 1989). Comparativement aux cellules pyramidales, les cellules a panier,
axo-axoniques et verticales ont démontré un potentiel d'action de courte durée, une
aprés-hyperpolarisation prononcée, et peu d'accomodation de la fréquence de
décharge durant une dépolarisation soutenue (Schwartzkroin et Mathers 1978;
Lacaille et al. 1987; Buhl et al. 1994). Ces propriétés correspondent a un profil de
cellule a décharge rapide ou fast spiking cell.

Une deuxiéme classe d’interneurones, les neurones étoilés situés 4 la bordure
des couches radiatum et lacunosum-moleculare, possédent aussi des propriétés
physiologiques différentes de celles des cellules pyramidales (Lacaille et
Schwartzkroin 1988a; Lacaille et al. 1989). Comparativement aux cellules
pyramidales, ces interneurones ont un potentiel d'action de méme durée, une aprés-
hyperpolarisation prononcée, peu d’accomodation de la fréquence de décharge au
potentiel membranaire de repos et des bouffées de potentiels d'action sensibles au
voltage (Lacaille et Schwartzkroin 1988a; Lacaille et al. 1989). Ces interneurones
possedent donc des propriétés physiologiques différentes de celles des cellules
pyramidales et des autres interneurones, et sont identifiés comme des cellules a
décharge non-rapide ou non-fast spiking cell (Kawaguchi et Hama 1988; Lacaille et

Schwartzkroin 1988a; Lacaille et al. 1989).

1.2.7  Les réponses synaptiques dans les cellules pyramidales

Lors d'enregistrements intracellulaires, la stimulation électrique des afférences de

la région CAl provoque des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) et
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inhibiteurs (PPSI) dans les cellules pyramidales. La réponse excitatrice est produite
par l'activation des récepteurs ionotropes au glutamate de type o.-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA) et N-methyl-D-aspartate (NMDA)
(Collingridge et al. 1988). Ces deux types de récepteurs sont des récepteurs-canaux
perméables aux cations. Les récepteurs-canaux AMPA sont perméables aux ions Na*
et K7, tandis que leur perméabilité au Ca?* est négligeable (Collingridge et al. 1988).
Par contre, les récepteurs-canaux NMDA sont perméables aux ions Na', K et Ca**
(Collingridge et al. 1988). Les récepteurs NMDA sont sensibles au voltage, puisque
les ions Mg®" bloquent le canal & des potentiels membranaires négatifs (Ascher et
Nowak 1988). Ainsi, le passage d’ions a travers les récepteurs NMDA requiert la
liaison du neurotransmetteur au récepteur et la dépolarisation du neurone
postsynaptique pour enlever le blocage du canal par les ions Mg**. Les réponses
AMPA et NMDA peuvent aussi étre différenciées par leur cinétique : l'activation des
récepteurs AMPA est responsable de la composante rapide de la réponse, tandis que
l'activation des récepteurs NMDA cause la composante lente (Collingridge et al.
1988). Ces deux composantes ont pu étre isolées pharmacologiquement en utilisant
des antagonistes des récepteurs NMDA ((4)-2-amino-5-phosphonopentoanoic acid,
AP5) et non-NMDA (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, CNQX) (Davies et al.
1981; Honore et al. 1988). L’utilisation de la technique de patch clamp en
configuration cellule entiére a permis d'enregistrer avec une meilleure résolution les
courants postsynaptiques excitateurs (CPSE) dans les cellules pyramidales (Hestrin et

al. 1990). La courbe courant-voltage (I-V) des CPSE AMPA est linéaire et a un
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potentiel d’inversion d’environ zéro, tandis que la courbe I-V des CPSE NMDA
démontre une région linéaire, avec un potentiel d’inversion prés de zéro, mais aussi
une région de pente négative entre les potentiels membranaires de —30 et =70 mV. La
région de pente négative est due a un blocage du canal NMDA par les ions Mg** qui
est dépendant du voltage (Hestrin et al. 1990).

La stimulation électrique des afférences de la région CAl provoque une
activation des interneurones GABAergiques qui causent des réponses inhibitrices
polysynaptiques dans les cellules pyramidales (Alger et Nicoll 1982; Alger 1984).
Les réponses inhibitrices posseédent également deux composantes : une composante
rapide provoquée par la liaison du neurotransmetteur GABA aux récepteurs GABA,,
et une composante lente produite par l'activation des récepteurs GABAg. Le récepteur
GABA, est un récepteur-canal sélectivement perméable aux ions CI', tandis que le
récepteur GABAgp est un récepteur lié aux protéines G qui sont couplées a une
ouverture de canaux K" (Thompson 1994). Ces deux composantes inhibitrices ont pu
étre caractérisées en les isolant pharmacologiquement soit avec de la bicuculline, un
antagoniste du récepteur GABA4 (Curtis et al. 1970) ou le CGP 55845A, un

antagoniste des récepteurs GABAg (Davis et al. 1993).

1.2.8 Les réponses synaptiques dans les interneurones

A l'aide d'enregistrements intracellulaires, il a été démontré que la stimulation des
fibres afférentes dans la région CA1 produit également des potentiels postsynaptiques
excitateurs (PPSE) et inhibiteurs (PPSI) dans les interneurones situés dans les

couches pyramidale (Schwartzkroin et Mathers 1978; Knowles et Schwartzkroin
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1980; Ashwood et al. 1984; Lacaille 1991), oriens (Lacaille et al. 1987) et
lacunosum-moleculare (Kawaguchi et Hama 1988; Lacaille et Schwartzkroin
1988a,b). Lors d’enregistrements intracellulaires simultanés d’interneurones O/A ou
LM et de cellules pyramidales, il a été démontré que la stimulation des fibres de
Schaffer provoque des PPSE différents dans les interneurones et les cellules
pyramidales (Lacaille et al. 1987; Lacaille et Schwartzkroin 1988b).
Comparativement a ceux des cellules pyramidales, les PPSE des interneurones ont
une plus grande amplitude, un seuil de stimulation moindre et un temps de montée
plus rapide (Lacaille et al. 1987; Lacaille et Schwartzkroin 1988b). Ces données
suggeérent donc une activation proactive des interneurones comparativement aux
cellules pyramidales (Lacaille et al. 1987, Lacaille et Schwartzkroin 1988b). De plus,
d'autres observations ont démontré que la stimulation des fibres de Schaffer
provoque, dans les interneurones de la couche pyramidale, des PPSE rapides et lents,
dus a I’activation des récepteurs AMPA et NMDA, ainsi que des PPSI précoces et
tardifs, produits par Pactivation des récepteurs GABA, et GABAg, des réponses
semblables 4 celles des cellules pyramidales (Lacaille 1991).

Des enregistrements de patch clamp en configuration cellule entiere ont indiqué
que les réponses excitatrices des interneurones des couches pyramidale et oriens chez
le rat juvénile sont composées de courants AMPA et NMDA (Sah et al. 1990). De
plus, des données physiologiques et moléculaires récentes ont montré que les
récepteurs AMPA différent entre les interneurones inhibiteurs et les cellules
pyramidales (Geiger et al. 1995). Dans les interneurones, les récepteurs AMPA sont

permeéables au Ca®" et se désensibilisent rapidement, tandis que dans les cellules
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pyramidales, les récepteurs AMPA ont une faible perméabilité au Ca®* et se
désensibilisent moins rapidement (Geiger et al. 1995). Dans la région CA3 de
I'hippocampe, d’autres travaux ont aussi montré que la relation courant-voltage et la
cinétique des courants postsynaptiques AMPA spontanés différent dans deux types
d’interneurones de la couche radiatum : I’un étant compatible avec ’activation de
récepteurs AMPA qui sont perméables au Ca®', et I’autre avec I’activation de
récepteurs AMPA qui sont imperméables au Ca®? (McBain et Dingledine 1993). Par
ailleurs, d’autres études physiologiques ont indiqué que les courants postsynaptiques
NMDA différent dans certains interneurones et dans les cellules pyramidales chez le
rat juvénile (Perouansky et Yaari 1993). En effet, un temps de montée des CPSE
NMDA plus lent a été observé dans les interneurones de la couche oriens que dans
ceux de la couche lacunosum-moleculare ou dans les cellules pyramidales
(Perouansky et Yaari 1993). Par contre, le temps de descente des courants
postsynaptiques NMDA est plus rapide dans les interneurones des couches O/A et
LM que dans les cellules pyramidales (Perouansky et Yaari 1993). Ces données
suggerent donc que les courants postsynaptiques AMPA et NMDA différent entre les
interneurones et les cellules pyramidales, et que ces courants postsynaptiques peuvent
€galement différer entre certains types d’interneurones.

En conclusion, la stimulation des afférences de la région CA1 provoque des
réponses postsynaptiques excitatrices dans les cellules pyramidales, ainsi que des
réponses inhibitrices indirectes, via I’activation de différents types d'interneurones.
Un équilibre entre les réponses excitatrices et inhibitrices des cellules pyramidales est

nécessaire au maintien de l'activité normale des cellules principales. Ainsi, un
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déséquilibre entre ces diverses composantes pourrait favoriser des conditions
anormales et contribuer au développement de l'activité épileptiforme des circuits

neuronaux de I'hippocampe.

1.3 L'hippocampe épileptique

1.3.1 Le modéle de l'acide kainique

Dans le modéle d'épilepsie du rat traité a I'AK, les conséquences
électrophysiologiques et morphologiques du traitement 4 I'AK ont d'abord été
caractérisées dans le gyrus dentelé. Des travaux anatomiques et physiologiques ont
démontré que l'injection d'AK (intraventriculaire ou systémique) provoque une perte
de cellules dans le hile, une diminution de l'inhibition polysynaptique des cellules
granulaires (Sloviter 1991, 1992) ainsi qu'une hyperexcitabilit¢ du gyrus dentelé
(Tauck et Nadler 1985). L'hyperexcitabilité des cellules granulaires est accompagnée
d'un bourgeonnement extensif de fibres collatérales des axones des cellules
granulaires (Tauck et Nadler 1985; Cronin et al. 1992; Sloviter 1992; Sundstrom et
al. 1993). Des observations en microscopie électronique ont indiqué que ce
bourgeonnement axonal peut causer la formation de synapses excitatrices aberrantes
sur les dendrites des cellules granulaires et ainsi contribuer & 'hyperexcitabilité des
cellules granulaires en créant une excitation récurrente de ces cellules (Represa et al.
1993). De plus, Sloviter (1991) a démontré que les neurones GABAergiques sont
toujours présents dans le gyrus dentelé, et que lorsque stimulés de fagon adéquate,

I’inhibition des cellules granulaires peut étre rétablie. Ainsi, il a proposé¢ que
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I'hyperexcitabilité des cellules granulaires peut étre causée par des interneurones
inhibiteurs dormants (Sloviter 1991). Cette hypothése suggére que la perte des
cellules moussues du hile, qui normalement sont la source principale d'afférences
excitatrices aux interneurones GABAergiques, produit une déafférentation des
interneurones & panier, causant donc une perte d'inhibition polysynaptique et une
hyperexcitabilité des cellules granulaires (Sloviter 1991).

La désinhibition ne semble pas permanente, puisque l'inhibition récurrente
produite par les interneurones a panier semble rétablie deux mois apres le traitement a
I'AK (Sloviter 1992). 1l a été proposé que le bourgeonnement axonal des cellules
granulaires puisse contribuer & la formation de nouvelles synapses excitatrices sur les
neurones inhibiteurs (Cronin et al. 1992; Sloviter 1992). Ainsi, ce phénoméne de
néosynaptogenése pourrait représenter un meécanisme de compensation pour contrdler

I'hyperexcitabilité du gyrus dentelé (McNamara 1994).

1.3.2  L'hyperexcitabilité de la région CAl chez le rat traité a I'AK

Le traitement a I'AK provoque une perte cellulaire au niveau de la région CA3
(Nadler 1981). Suite a ce traitement, les cellules pyramidales de la région CA1 ne
sont pas lés€ées mais deviennent partiellement déafférentées (Nadler 1981; Ben-Ari
1985). Lors d'enregistrements extracellulaires dans des tranches d'hippocampe de rats
traités a I'AK, la stimulation des fibres afférentes aux cellules pyramidales de la
région CAl provoque des réponses épileptiformes constituées de bouffées de
potentiels d’action (Herron et al. 1985; Ashwood et Wheal 1986, 1987). Des études

pharmacologiques ont montré que cette activité épileptiforme est en partie due &
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'activation de récepteurs NMDA, puisque l'application d'un antagoniste NMDA
diminue ces réponses en bouffées (Lancaster et Wheal 1984; Ashwood et Wheal
1986). Des observations lors d’enregistrements intracellulaires ont confirmé que les
PPSE lents produits par l'activation des récepteurs NMDA sont augmentés de
maniére significative dans les cellules pyramidales hyperexcitables de la région CAl
chez les rats traités a 'AK (Turner et Wheal 1991; Williams et al. 1993).

Certains travaux suggérent que l'augmentation des réponses NMDA peut étre
due a la formation de synapses aberrantes causée par le bourgeonnement axonal des
fibres récurrentes des cellules pyramidales de la région CAl suite au traitement a
I'AK (Nadler et al. 1980). En effet, la stimulation des fibres de l'alveus, qui active
antidromiquement les axones des cellules pyramidales de la région CAl, provoque
des bouffées épileptiformes de potentiels d'action dans les tranches d'hippocampe des
animaux traités 4 'AK (Franck et al. 1988). En revanche, la méme stimulation en
présence d'une concentration élevée de magnésium et diminuée de calcium (ce qui
bloque la transmission synaptique) ne provoque pas de bouffées épileptiformes de
potentiels d'action, mais un seul potentiel d'action antidromique (Franck et al. 1983).
Ces données suggérent que les bouffées épileptiformes de potentiels d'action
observées chez les animaux traités 4 'AK peuvent étre liées & la présence de
nouvelles synapses excitatrices formées par les collatéraux récurrents des axones des
cellules pyramidales de la région CAl. Donc, l'hyperexcitabilité de la région CAl
semble étre causée en partie par une augmentation des réponses postsynaptiques
excitatrices NMDA (Turner et Wheal 1991; Williams et al. 1993), et par la formation

de nouvelles synapses excitatrices aberrantes sur les cellules pyramidales de la région
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CA1 (Nadler et al. 1980; Franck et al. 1988; Perez et al. 1996). D’autres mécanismes
comme des changements aux récepteurs GABA4s ou aux canaux calciques, des
modifications du milieu extracellulaire produisant des variations de pH et d’ions K",
ou la présence de couplage électrotonique, peuvent aussi contribuer a I’activité

épileptiforme des neurones hippocampiques (Schwartzkroin 1997).

1.3.3 La perte de neurones inhibiteurs dans l'hippocampe épileptique

Chez les patients épileptiques, les observations qui suggérent une perte de
neurones inhibiteurs sont controversées. Quelques travaux ont rapporté que le nombre
d'interneurones immunopositifs pour la somatostatine est diminué dans I'hippocampe
des épileptiques (de Lanerolle et al. 1989; Robbins et al. 1991). Par contre, des
travaux en immunocytochimie ont indiqué que les neurones et contacts synaptiques
inhibiteurs immunopositifs pour la DAG sont toujours présents (Babb et al. 1989).

Chez les rats traités a I’AK, des études immunocytochimiques ont suggéré que
le nombre d'interneurones contenant de la parvalbumine et de la somatostatine est
significativement diminué dans la région CA1 (Best et al. 1993). Cette diminution est
corrélée a une perte des contacts synaptiques immunopositifs pour la parvalbumine
sur le corps cellulaire et les dendrites proximales des cellules pyramidales de la
région CAl (Best et al. 1994). Puisque les interneurones contenant de la
parvalbumine sont GABAergiques et donc inhibiteurs, cette perte de cellules pourrait
donc contribuer & I’hyperexcitabilité des cellules pyramidales de la région CAl. Par

contre, d'autres études immunocytochimiques ont démontré que les interneurones



26

immunopositifs pour la DAG sont toujours présents dans les couches pyramidale,

radiatum et lacunosum-moleculare suite au traitement a ' AK (Franck et al. 1988).

1.3.4 L'inhibition polysynaptique est diminuée chez le rat traité a l'AK

L'inhibition semble étre compromise au niveau des mécanismes synaptiques
chez le rat traité a I'AK. Des enregistrements intracellulaires dans des tranches
d'hippocampe ont démontré que la stimulation des ﬁbres afférentes de la région CA1
produit des PPSI polysynaptiques significativement diminués en amplitude dans les
cellules pyramidales de rat traité a I'AK (Franck et Schwartzkroin 1985; Ashwood et
Wheal 1986; Franck et al. 1988; Williams et al. 1993). Par ailleurs, I’inhibition
monosynaptique produite par ’activation directe des interneurones inhibiteurs en
présence d'antagonistes AMPA et NMDA est intacte dans les cellules pyramidales
(Nakajima et al. 1991, Williams et al. 1993). La présence d'inhibition
monosynaptique dans les cellules pyramidales suite a l’activation directe des
interneurones suggérent donc que les synapses inhibitrices de la région CAl sont
intactes chez les rats traités a I’AK et qu'une diminution de l'activation des
interneurones peut étre responsable de la perte d'inhibition polysynaptique (Williams

etal. 1993).
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1.3.5 Les propriétés intrinséques des neurones chez le rat traité a I'AK

Chez les rats traités a I'AK, les changements des propriétés intrinséques qui
peuvent causer I'hyperexcitabilité des cellules pyramidales de la région CA1l sont
aussi controversés. Des enregistrements intracellulaires ont démontré une diminution
des aprés-hyperpolarisations lentes et une augmentation de la résistance d’entrée des
cellules pyramidales de la région CAl chez l'animal trait¢é a I’AK (Franck et
Schwartzkroin 1985; Franck et al. 1988; Nakajima et al. 1991), toutefois ces
changements n’ont pas été confirmés (Williams et al. 1993).

Pour ce qui est des propriétés des interneurones inhibiteurs, deux études
intracellulaires n’ont rapporté aucun changement des propriétés intrinséques dans les
interneurones de la couche pyramidale chez l'animal traité a ' AK (Franck et al. 1988;
Nakajima et al. 1991). Aucune étude n'a examiné les propriétés intrinséques des

autres types d'interneurones de la région CA1 aprés traitement a I'AK.

1.4 LES OBJECTIFS DE LA THESE

Le but de cette thése est de caractériser les changements qui surviennent dans
les circuits excitateurs et inhibiteurs de la région CAl et qui contribuent &
I'hyperexcitabilit¢ des cellules pyramidales dans le modele d’épilepsie de l'acide
kainique (AK).

Dans un premier temps, les propriétés intrinséques et les courants
postsynaptiques excitateurs et inhibiteurs seront caractérisés dans les cellules

pyramidales et trois groupes d’interneurones, i) dans la couche oriens et l'alveus
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(O/A), ii) dans la couche pyramidale (PYR), et iii) & la bordure des couche radiatum
et lacunosum-moleculare (LM) chez le rat normal juvénile. Les différents types de
cellules seront visualisés dans des tranches d'hippocampe par vidéo-microscopie
infrarouge et étudiés a ’aide d’enregistrement de paich-clamp en configuration
cellule entiére. De plus, un marquage intracellulaire avec la biocytine lors des
enregistrements permettra d’analyser la morphologie des différents neurones étudiés.
Ainsi, ces données permettront de corréler les propriétés intrinséques, les courants
synaptiques et la morphologie de différents types d’interneurones.

Dans un deuxiéme temps, puisque des travaux en immunocytochimie ont
rapporté que le nombre d'interneurones contenant de la parvalbumine et de la
somatostatine est significativement diminué dans la région CA1 chez les rats traités a
I'AK, nous déterminerons si le nombre d'interneurones immunopositifs pour I'enzyme
de synthése du GABA, la décarboxylase de I’acide glutamique (DAG), est réduit dans
la région CALl. La technique d'immunocytochimie contre la DAG sera utilisée sur des
coupes d'hippocampe de rats témoins et de rats traités a I'AK. Nous quantifierons les
neurones immunopositifs pour la DAG dans différentes couches de la région CAl a
l'aide d'une méthode stéréologique qui tient compte de I'épaisseur de la coupe, de la
grosseur des neurones et de 'aire de la région ou les cellules seront échantillonnées.
Le but de cette étude sera de déterminer si certains interneurones GABAergiques sont
préférentiellement endommagés par le traitement a ' AK.

Bien que l'effet du traitement & 'AK sur les propriétés intrinséques et les
réponses postsynaptiques excitatrices et inhibitrices des cellules pyramidales de la

région CAl ait déja été décrit, trés peu de travaux ont examiné les propriétés des
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différents interneurones de la région CA1 suite au traitement a I’AK. Ainsi, dans un
troisiéme temps, des enregistrements de patch clamp en configuration cellule entiére
seront utilisés afin d'examiner les propriétés intrinséques et les courants
postsynaptiques excitateurs et inhibiteurs de différents interneurones de la région
CAl dans le modéle de rats traités a 'AK. Cette étude permettra de déterminer si
I'hyperexcitabilité des cellules pyramidales est due a des altérations de 'excitabilité
des interneurones ou de leurs mécanismes synaptiques.

Dans un quatriéme temps, certaines données anatomiques et physiologiques
ont suggéré qu'il pourrait y avoir une perte de synapses inhibitrices sur les cellules
pyramidales et une déafférentation des synapses excitatrices sur les interneurones
GABAergiques chez les rats traités a I'AK. Nous déterminerons ['effet du traitement a
I'AK sur les contacts synaptiques GABAergiques (inhibiteurs) et non-GABAergiques
(excitateurs) situés sur le corps cellulaire et les dendrites proximales de cellules
pyramidales et des interneurones de la région CAl. Les contacts synaptiques GABA
seront identifiés en microscopie électronique en utilisant la méthode
d'immunocytochimie du GABA aprés-enrobage. Les contacts synaptiques GABA et
non-GABA seront caractérisés premieérement dans les différents types d'interneurones
de la région CAl chez l'animal témoin et ensuite l'effet du traitement a 'AK sur ces
contacts synaptiques sera évalué. Ces données nous permettront d'examiner au niveau
ultrastructural les changements synaptiques survenant suite au traitement a I’ AK.

Dans un cinqui¢éme temps, afin de pouvoir éventuellement étudier, en
microscopie €lectronique, les circuits GABAergiques dans le cortex humain

épileptique, nous mettrons au point une technique de fixation qui permettra une
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préservation adéquate de tissu cortical prélevé lors de résection chirurgicale de foyer
épileptique du lobe temporal. Différentes méthodes de fixation seront d’abord testées
sur le tissu prélevé chez le rat adulte anesthésié. Ensuite, la technique de fixation
produisant une préservation optimale sera utilisée pour fixer le tissu cortical prélevé
chez I’humain et sera couplée a l'immunocytochimie du GABA aprés-enrobage pour
identifier les synapses GABAergiques dans ce tissu. La mise au point de cette
méthode de fixation pourrait éventuellement permettre une analyse quantitative des

contacts synaptiques GABA dans le tissu épileptique humain.
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Figure 1 : Représentation schématique du circuit trisynaptique excitateur de
I’hippocampe dans une coupe transverse de I’hippocampe. Les fibres du faisceau
perforant (1) forment des contacts synaptiques excitateurs sur les dendrites des
cellules granulaires du gyrus dentelé. Ensuite, les axones des cellules granulaires, que
I’on appelle aussi fibres moussues (2), projettent aux dendrites des cellules
pyramidales de la région CA3. Finalement, les axones des cellules pyramidales de la
région CA3, que I’on nomme aussi collatéraux de Schaffer (3), forment des contacts
synaptiques excitateurs sur les dendrites des cellules pyramidales de la région CAl.
alv, alveus; ori, oriens; pyr, pyramidale; rad, radiatum et Im, lacunosum-moleculare.

Les lignes pointillées représentent les fibres axonales.
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Figure 2 : Représentation schématique des interneurones impliqués dans 1’inhibition
proactive et rétroactive des cellules pyramidales de la région CA1 de I’hippocampe.
L’inhibition proactive, produite par ’activation des fibres afférentes de la région
CALl, recrute plusieurs populations d’interneurones : les interneurones verticaux (V),
neurones & panier (Pa), cellules axo-axoniques (A), neurones étoilés (E) et les cellules
interneuron-selective (IS-1). L’inhibition rétroactive, produite par ’activation des
collatérales excitatrices des cellules pyramidales (P), implique aussi plusieurs sous-
types d’interneurones : les interneurones verticaux (V) et horizontaux (H), neurones a
panier (Pa), et les cellules axo-axoniques (A). Certaines populations d’interneurones
inhibent préférentiellement d’autres interneurones : les cellules interneuron-selective
(IS-1, IS-2 et IS-3). Les couches de la région CAl sont indiquées par les lignes
pointillées (alveus, oriens, pyramidale, radiatum et lacunosum-moleculare). Les
synapses excitatrices sont représentées par des triangles blancs, et les synapses

inhibitrices, par des triangles noirs.
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ABSTRACT

1. Intrinsic membrane properties and pharmacologically isolated excitatory and
inhibitory postsynaptic currents (EPSCs and IPSCs, respectively) were characterized
with the use of whole cell current- and voltage-clamp recordings, in combination with
biocytin labeling, in different subtypes of CAl interneurons and pyramidal cells in rat

hippocampal slices.

2. Three classes of interneurons were selected on the basis of their soma location in
the CAl region: (1) in stratum (str.) oriens near the alveus, (2) near str. pyramidale
and (3) near the border of str. radiatum and lacunosum-moleculare. Each class of
biocytin-labeled cells demonstrated specific cellular morphology. The somata of all
interneurons were non-pyramidal in shape and usually multipolar. However, the
pattern of dendritic and axonal arborizations of labeled interneurons differed in each

class.

3. In current-clamp recordings, all interneuron subtypes had shorter-duration and
smaller-amplitude action potentials than pyramidal cells. Fast- and medium-duration
afterhyperpolarizations were larger in amplitude in interneurons. Cell input
resistance was greater and membrane time constant was faster in all interneuron

subtypes than in pyramidal cells.
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4. Depolarizing current pulses evoked regular firing in all classes of interneurons,
whereas burst firing was observed in 50% of pyramidal cells. With hyperpolarizing
current pulses, all nonpyramidal and pyramidal cell types displayed inward

rectification followed by anodal break excitation.

5. Electrical stimulation of nearby afferents evoked excitatory postsynaptic potentials
(EPSPs) in all cells. EPSPs were of short duration and usually followed by inhibitory
postsynaptic potentials (IPSPs). EPSPs were mediated by glutamate since they were
blocked by non-N-methyl-D-aspartate (non-NMDA) and NMDA antagonists
(6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) and (+)-2-amino-5-phosphonopentanoic
acid (AP5), respectively). In the presence of these antagonists, IPSPs were evoked in

isolation and reversed near -72 mV.

6. In voltage-clamp recordings, non-NMDA EPSCs were isolated pharmacologically
in the presence of AP5 and the GABA, antagonist bicuculline (BIC). Their
properties were similar in all interneuron subtypes and pyramidal cells. Current-

voltage (I-V) relations were linear, and mean reversal potentials were near 5 mV.

Non-NMDA EPSCs were reversibly antagonized by CNQX.

7. NMDA EPSCs were pharmacologically isolated during CNQX and BIC

application and were observed in all cell types. I-V relations of NMDA EPSCs
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demonstrated a region of negative slope at membrane potentials between -80 and -20
mV and their reversal potential was near 7 mV. The rise time of NMDA EPSCs was
significantly slower in O/A interneurons than in other cell types. NMDA EPSCs

were reversibly antagonized by APS.

8. GABA, IPSCs were pharmacologically isolated in AP5 and CNQX and their
properties were similar in all cell types. I-V relations of GABA4 IPSCs were linear
with mean reversal potentials near -32 mV. GABA, IPSCs were reversibly blocked

by BIC.

9. In conclusion, morphologically different subtypes of interneurons located in O/A,
near str. pyramidale and near the str. radiatum/lacunosum-moleculare border
displayed intrinsic membrane properties that were distinct from pyramidal cells, but
were similar among them. In contrast, the properties of non-NMDA, NMDA and
GABA, postsynaptic currents were similar between interneurons and pyramidal cells,

except for NMDA EPSCs which had slower rise times in O/A interneurons.
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INTRODUCTION

The hippocampus is composed of a principal excitatory trisynaptic circuit
consisting of granule cells of the dentate gyrus, large pyramidal cells of the CA3
region and small pyramidal cells of the CA1l region (Lorente de No 1934; Ramon y
Cajal 1911). The presence of numerous local circuit cells (interneurons) has also
been described within each of these regions (Amaral 1978; Lorente de No 1934;
Ramon y Cajal 1911). Contrary to the principal cells, which are excitatory neurons, a
large majority of interneurons are GABAergic and therefore inhibitory in function
(Babb et al. 1988; Ribak et al. 1978; Woodson et al. 1989). These GABAergic
interneurons provide powerful inhibition of principal cells and act to regulate
excitation in the principal circuit (Buhl et al. 1994a; Lacaille et al. 1989;
Schwartzkroin and Prince 1980; Traub et al. 1987).

Local circuit cells in the dentate gyrus and hippocampus proper are
morphologically and physiologically heterogeneous. In the CAl region, different
subtypes of interneurons with distinctive dendritic and axonal arborizations have been
investigated with combined intracellular recordings and morphological analysis:
basket, axo-axonic, vertical, horizontal and stellate cells. These interneuron subtypes
have been differentiated based on their soma location within the hippocampal layers.
Basket cells (Schwartzkroin and Kunkel 1985; Schwartzkroin and Mathers 1978) and
axo-axonic cells (Buhl et al. 1994b) are located in or near stratum (str.) pyramidale
(PYR); vertical (Lacaille and Williams 1990; Lacaille et al. 1987) and horizontal cells

(McBain et al. 1994) are located in str. oriens near the alveus (O/A); and stellate cells
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are located near the junction of str. radiatum and str. lacunosum-moleculare (L-M)
(Kawaguchi and Hama 1987; Lacaille and Schwartzkroin 1988a; Misgeld and
Frotscher 1986). These interneurons fall into two broad classes on the basis of their
physiological properties. Basket, axo-axonic and vertical cells display similar short-
duration action potentials, pronounced spike afterhyperpolarizations, and little
frequency accomodation, characterizing them as "fast spiking" cells (Schwartzkroin
and Mathers 1978). In contrast, stellate cells have longer-duration action potentials
and show voltage-dependent burst firing, identifying them as "non-fast spiking" cells
(Kawaguchi and Hama 1988; Lacaille and Schwartzkroin 1988a). Similarly, these
interneurons display two types of local circuit interactions with pyramidal cells.
Vertical (Lacaille et al. 1987), axo-axonic (Buhl et al. 1994b) and basket cells
(Knowles and Schwartzkroin 1981) inhibit pyramidal cells and receive reciprocal
excitatory inputs from them; they can thus mediate both feedforward and feedback
inhibition of the principal cells. In contrast, stellate cells inhibit pyramidal cells but
do not receive excitatory inputs from them; therefore they may only mediate
feedforward inhibition of pyramidal cells (Lacaille and Schwartzkroin 1988b).
Furthermore, heterogeneity among local circuit cells has also been documented on the
basis of their differences in pre- and postsynaptic properties (Buhl et al. 1994a;
Lambert and Wilson 1993), receptor subunit expression (Gao and Fritschy 1994;
McBain and Dingledine 1993), content of peptides (Somogyi et al. 1984) and Ca?*
binding proteins (Gulyas et al. 1991); however, the functional significance of these

differences remains unclear.
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The combination of whole cell recording and visual identification of cells in
brain slices (Edwards et al. 1989) has provided powerful tools to study synaptic
currents (Perouansky and Yaari 1993; Sah et al. 1990) and membrane properties
(Williams et al. 1994) of interneurons. However, no comparative study has yet
examined, with the use of whole cell recordings in combination with morphological
identification of cells in hippocampal slices, the membrane properties and synaptic
currents of various subtypes of interneurons and pyramidal cells. The aim of the
present study was therefore to characterize and directly compare the intrinsic
properties and postsynaptic currents of morphologically identified interneuron
subtypes located in three different regions of the CA1l area: 1) O/A, 2) PYR, and 3)
L-M. The properties of these interneurons were also compared with those of
pyramidal cells. Preliminary reports of this work have been presented in abstract

form (Morin et al. 1995).

METHODS
Hippocampal slices

Hippocampal slices were obtained as described previously (Ouardouz and
Lacaille 1995; Williams et al. 1994). Briefly, young male Sprague-Dawley rats
(14-22 days) were deeply anesthetized with ether and killed by decapitation. The
brain was quickly removed from the skull and placed in cold (4°C) fresh artificial
cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM) 124 NaCl, 5 KCl, 1.25 NaH;POs, 2
MgSQy, 2 CaCly, 26 NaHCO; and 10 dextrose. A block of tissue containing the

hippocampus was glued with cyanoacrylate to the tissue holder of a vibratome
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(Campden Instruments). Transverse hippocampal slices (300 pm thick) were cut and
transferred to a container filled with oxygenated ACSF at room temperature. After a
recovery period of ~ 1 hour, a slice was positioned in a recording chamber and
maintained submerged with a U-shaped platinum wire (Edwards et al. 1989). Slices
were continuously perfused with oxygenated ACSF (3-4 ml/min) at room temperature
(22°-24°C). The recording chamber was mounted on an upright microscope (Zeiss
Axioskop) equipped with a long-range water immersion objective (40x) (Nomarski
optics), and an infrared charge-coupled device camera (Cohu 6500). Under these
conditions, pyramidal cells and various subtypes of interneurons located in different
hippocampal layers were easily distinguishable upon visual inspection and were then

selected for whole cell recordings.

Recordings

For current-clamp experiments, patch electrodes (5-10 MQ) were filled with
(in mM): 140 potassium gluconate, 5 NaCl, 2 MgCh, 10
N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES), 0.5 ethylene
glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N,N-tetraacetic acid (EGTA), 2 ATP-tris, 0.4
GTP-tris, pH adjusted to 7.4 with KOH. For voltage-clamp experiments, to improve
the space clamp and block K and Na™ currents (Nathan et al. 1990), the internal
solution of the patch electrodes contained (in mM) 120 Cs-methane sulphonate, 20
lidocaine N-ethyl- bromide (QX-314; Research Biochemicals, RBI), 8 NaCl, 1

MgCl,, 10 HEPES, 1 EGTA, 2 ATP-tris, 0.4 GTP-tris, pH adjusted to 7.4 with
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CsOH. In all experiments, 0.1% biocytin was added to the recording solution to
intracellularly label the cell and allow later morphological characterization.

Tight-seals (>1 GQ) were formed on cell bodies of chosen neurons and whole
cell recordings were obtained by rupturing the cell membrane with negative pressure
(Hamill et al. 1981). Current- and voltage-clamp recordings were made with the use
of an Axopatch 1D amplifier (Axon Instruments) with low-pass filtering at 10 KHz
(-3db), displayed on an oscilloscope (Gould 1604), and digitized at 22 KHz for
storage on a video cassette recorder (Neurocorder DR-886). Recordings were also
digitized and analyzed with a PC-DOS microcomputer equipped with a data
acquisition system (TL-125 and pClamp, Axon Instruments). Recordings were
considered acceptable if series resistance and capacitance could be properly
compensated, and if membrane potential (current-clamp) or holding current (voltage-
clamp) were stable. Mean series resistance was 22.1+0.9 (SE) MQ (n=87). Liquid
junction potentials were measured at the end of the experiments after withdrawal
from the cell and membrane potentials were corrected accordingly.

Postsynaptic responses were evoked by electrical stimulation (constant
current, 0-300 pA, 0.05 ms pulses) of nearby afferent fibers with the use of a
monopolar tungsten microelectrode (Frederick Haer Co.), positioned either in str.
radiatum for pyramidal cells, or 150-250 um laterally from the cell soma (within the
same layer) for interneurons. The analysis of postsynaptic currents was performed on

averaged (n=3) excitatory and inhibitory postsynaptic currents (EPSCs and IPSCs,
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respectively). In all experiments, the CA1 and CA3 regions were disconnected by a

surgical cut.

Statistical analysis

Statistical differences between means of groups of cells were assessed with
one-way analysis of variance (ANOVA) tests. When significant differences were
found (p<0.05), pairwise comparisons were made using the Student’s Newman-Keuls
test. When not significantly different, values from different interneuron subtypes
were pooled and compared with those of pyramidal cells with Student's t-tests
(p<0.05).  Statistical difference between paired data was assessed with paired
Student’s t-tests (p<0.05). All data are given as mean + SE. Values given in the text
refer to pooled data for interneurons, whereas those in tables refer to data for each

interneuron subtype.

Pharmacology

Stock solutions of the non-N-methyl-D-aspartate (non-NMDA) antagonist
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; 3.1 mM, RBI), the NMDA antagonist
(+)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5; 7.7 mM, Sigma) and the GABA4
antagonist bicuculline methiodide (BIC; 3.3 mM, Sigma) were prepared in distilled
water and stored frozen in 1-ml aliquots. Before each experiment, antagonists were
diluted in ACSF to their final concentration (CNQX, 20 uM; AP-5, 50 uM; BIC, 25

pM). Antagonists were applied by perfusion in the bath through a three-way valve.
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Histology

After completion of physiological recordings, the slices were put in a fixative
solution containing 4% paraformaldehyde, 1% glutaraldehyde, 2.5% dimethyl
sulfoxide (DMSO), 3.0 mM CaCl; in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.4) for 4 h. Slices
were then thoroughly rinsed and left overnight in 0.1 M cacodylate buffer.
Subsequently, slices were embedded in 1% agarose and cut on a vibratome in 60
pm-thick sections. The sections were treated with 1% H,0, for 20 min to eliminate
endogenous peroxidase, and were washed in phosphate-buffered saline (4x5 min) and
then in phosphate-buffered saline containing 2.5% dimethyl sulfoxide (4x5 min).
Slices were incubated in the avidin biotin complex (ABC kit, Vector Labs) at a
concentration of 1:200 for 24 h at room temperature and the peroxidase product was
revealed according to a modified protocol wusing tetramethylbenzidine
(Llewellyn-Smith et al. 1993). Briefly, slices were incubated for 20 min in a solution
of phosphate buffer (0.1 M, pH 6.0) containing 0.4% ammonium chloride (Sigma)
and 0.001% tetramethylbenzidine (Sigma). The blue reaction was visualized by
adding 0.5% H,0O, to the first incubating solution. To stabilize the
tetramethylbenzidine product, slices were incubated 15 min in a solution of phosphate
buffer (0.1 M, pH 6.0) containing 0.4% NH4Cl, 1% cobalt chloride (CoCl,, Sigma),
0.1% diaminobenzidine, and 0.05% H,0,. Sections were then mounted for light
microscopy. The dendritic and axonal arborizations of the cells were reconstructed

with the use of a camera lucida at a final magnification of about X400.
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RESULTS

Cells were visually identified with Nomarski optics in slices and selected for
recordings on the basis of their location in specific layers of the CA1 region and their
morphology (soma and primary dendrites). A first group of interneurons consisted of
cells located in the inferior part of O/A (n=20). A second group was composed of
interneurons found within ~75 pm of str. pyramidale (PYR; n=20). To differentiate
the latter from pyramidal cells, interneurons with large (~30 pum) nonpyramidal
somata were selected. The identification of PYR interneurons was subsequently
confirmed on the basis of their nonpyramidal membrane characteristics (see below).
A third group of interneurons was comprised of cells located at L-M (n=21). Finally,

recordings were also obtained from 25 CA1 pyramidal cells.

Morphology of biocytin-filled cells

The morphological profiles of cells labeled with biocytin were relatively
similar within each group. For labeled O/A cells (n=11), their multipolar soma was
usually oriented horizontally and their dendritic processes were varicosed and
aspinous (Fig. 1A). In general, major dendrites were directed horizontally within str.
oriens and the alveus, but few dendritic branches also coursed vertically in str. oriens
and occasionally in str. radiatum (n=4). Labeled axons of O/A cells could be
followed (n=2) originating from a proximal dendrite and coursing either through the
pyramidal cell layer, through str. radiatum and str. lacunosum-moleculare, or into the

pyramidal cell layer. For PYR interneurons (Fig. 1B), labeled cell somata were
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located in str. radiatum (n=7) or oriens (n=2). Their dendrites usually extended in
many CAl layers: str. oriens/radiatum/lacunosum-moleculare (n=2), str.
radiatum/lacunosum-moleculare (n=3), str. radiatum/oriens (n=1). In three of these
interneurons, however, dendrites were confined to str. radiatum. Labeled axons of
PYR interneurons were seen either residing within the pyramidal cell layer only (n=2)
or additionally extending in str. radiatum and lacunosum-moleculare (n=2). Somata
of L-M interneurons were multipolar and their dendrites were smooth and varicosed
(n=11). Dendritic processes extended radially within str. lacunosum-moleculare and
radiatum, occasionally coursed in str. pyramidale (n=4) and oriens (n=3), and in one
case crossed the hippocampal fissure (Fig. 1C). Labeled L-M cell axons usually
covered a large surface of str. radiatum and lacunosum-moleculare with some
collaterals extending in the pyramidal cell layer (n=5). The morphology of
interneurons of each group was clearly different from labeled CA1 pyramidal cells
(n=13), which displayed typical spiny dendritic arborizations and axonal processes

(Fig. 1D).

Membrane properties in current-clamp

Whole cell recordings were obtained in current-clamp mode to examine the
intrinsic membrane properties of interneurons and pyramidal cells (n=24). Except for
some characteristics of afterhyperpolarizations, membrane properties were similar in
subtypes of interneurons (Table 1). Mean resting membrane potential did not differ
significantly between interneurons and pyramidal cells, but other membrane

properties clearly did (Table 1). In interneurons, action potential amplitude was
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significantly smaller (82 vs 95 mV in pyramidal cells; p<0.05), duration of action
potentials, measured at the base, was significantly shorter (1.9 vs 3.0 ms in pyramidal
cells; p<0.001) (Fig. 2A, B), and cell input resistance was significantly greater (236.1
vs 135.6 MQ in pyramidal cells; p<0.05).

Afterhyperpolarizations following individual action potentials (AHPs) were
more pronounced in interneurons (Fig. 2). As in pyramidal cells, AHPs in
interneurons consisted of fast-duration (fAHP) and medium-duration (mAHP)
components (Storm 1989). In interneurons, fAHPs were significantly larger in
amplitude (-13.2 vs -0.1 mV in pyramidal cells; p<0.001) and had significantly
shorter peak latency (2.8 vs 3.6 ms in pyramidal cells; p<0.05) and significantly
longer recovery time (1.8 vs 1.3 ms in pyramidal cells; p<0.05) (Table 1). The mean
amplitude of the mAHP was significantly greater in interneurons (-5.4 mV) than in
pyramidal cells (1.1 mV; p<0.01) (Table 1). The mean peak latency of the mAHP
differed significantly between PYR and L-M interneurons, but not between other cell
types (Table 1). Mean recovery times of the mAHP were not different between cell
types (Table 1).

Interneurons and pyramidal cells also responded differently to injection of
depolarizing and hyperpolarizing current pulses (300-400 ms in duration) (Fig. 2). In
all interneurons, depolarizing pulses elicited nondecrementing train of action
potentials (Fig. 2C).  Voltage-dependent burst firing, previously reported in
interneurons in L-M (Lacaille and Schwartzkroin 1988a), was not observed in any

interneurons. In pyramidal cells, depolarizing pulses evoked either regular (n=5) or
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burst firing (n=4; Fig. 2D). During small hyperpolarizing current pulses (0-200 pA),
the membrane potential gradually increased to a maximum steady level. Membrane
time constants were obtained by fitting an exponential function to the responses to
small hyperpolarizing current pulses. Mean time constants did not differ among
interneuron subtypes, but were significantly faster for interneurons (28.9 ms) than for
pyramidal cells (46.0 ms, p<0.05) (Table 1). During injection of larger-amplitude
hyperpolarizing pulses (> 300 pA), the membrane potential reached an initial peak
value and then returned slowly to a more depolarized steady level (Fig. 2C, D). This
inward rectification was observed in all interneurons and pyramidal cells. When
inward rectification was present, anodal break excitation was observed after the end
of the current pulse. To quantify inward rectification, the membrane potential was
measured at the peak and at the end of the pulse for series of stimulation with
different current intensities (Fig. 2). Cell input resistances were obtained from the
slopes of the voltage-current regression lines (Fig. 2E, F). The presence of inward
rectification was clearly seen from the reduction in input resistance at the end of the
pulse (Fig. 2E, F) (Table 1). Mean rectification ratios, obtained from the ratio of
peak input resistance to end input resistance, were not different between interneurons

and pyramidal cells (Table 1).

Synaptic responses in current clamp
Electrical stimulation of nearby axons evoked postsynaptic potentials in all
cells. Short-latency excitatory postsynaptic potentials (EPSPs) were elicited in all

interneurons (n=14) and pyramidal cells (n=8) tested (Fig. 3 and Table 1). Near
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resting membrane potential, higher intensities of stimulation evoked one or two
action potentials. EPSP amplitude increased when evoked at hyperpolarized
membrane potentials. EPSPs were reversibly blocked with the addition of
non-NMDA and NMDA antagonists (20 pM CNQX, and 50 pM APS) to the
perfusion medium. In the presence of these antagonists, inhibitory postsynaptic
potentials (IPSPs) were observed in isolation in 7 out of 11 interneurons and in 6 of 7
pyramidal cells (Fig. 3). IPSPs were pronounced near resting membrane potentials
and reversed at a mean membrane potential of -72.4+£2.9 mV (data not shown, n=13

cells).

Synaptic responses in voltage clamp

Because prominent NMDA and non-NMDA EPSPs and GABAx-like IPSPs
were observed in interneurons during current-clamp recordings, voltage-clamp
experiments were carried out in 47 interneurons and 16 pyramidal cells during
pharmacological manipulation to characterize in isolation each of the synaptic
currents. Cells were initially voltage clamped near -80 mV and postsynaptic currents
were evoked by stimulation of nearby afferent fibers (0-300 pA). The intensity of
stimulation was then set to evoke a response at 80% of maximal amplitude and

perfusion with pharmacological antagonists was initiated.

Non-NMDA EPSCs
Non-NMDA EPSCs were pharmacologically isolated in the presence of 50

uM APS5 and 25 pM BIC, and were evoked in cells voltage clamped at membrane
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potentials between -100 and 60 mV (Fig. 4A). The properties of non-NMDA EPSCs
were similar in different interneuron subtypes and pyramidal cells (Table 2). The
current-voltage (I-V) relationship of averaged non-NMDA EPSCs was mostly linear
except at most extreme membrane potentials (Fig. 4B). The mean reversal potential
of non-NMDA EPSCs varied between -1.2 and 8.6 mV in interneurons and was 2.5
mV in pyramidal cells (Table 2). The mean conductance of the non-NMDA EPSCs,
obtained from the slope of the linear portion of the I-V relationship (eg. Fig. 4B), was
4.0 nS in interneurons and 4.9 nS in pyramidal cells (Table 2).

Bath application of the non-NMDA antagonist CNQX (20 pM) reversibly
blocked non-NMDA EPSCs (Fig. 4C). In CNQX, the mean peak amplitude of the
non-NMDA EPSCs evoked near -85 mV was significantly reduced by 95.0+0.9%
(n=17 interneurons; p<0.05). This antagonism was reversible (22.9+6.7% of control;
n= 3 cells). At positive holding potentials (near 50 mV), the mean peak amplitude of
non-NMDA EPSCs was significantly decreased by 78.6+4.4% (n=16 interneurons;
p<0.05) in CNQX, and the effect was reversible (amplitude 44.8+29.1% of control
after wash; n=3 cells). In pyramidal cells, non-NMDA EPSCs were also reversibly
reduced during CNQX application by 91.9+2.5 % at negative (near -80 mV; n=6) and
by 84.6+6.7 % at positive (near 50 mV; n=4) holding potentials.

The 10-90% rise time of non-NMDA EPSCs, evoked at membrane potentials
near —80 mV, was similar between interneurons (8.4+1.4 ms) and pyramidal cells
(8.4£1.1 ms) (Table 2). Non-NMDA EPSCs generally decayed as a single
exponential function in all cell types (Table 2). In some cases (n=3 cells), the decay

was better described with a biexponential function, but these cells were not included
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in the analysis. At membrane potentials near —80 mV, the decay time constant of
non-NMDA EPSCs was similar in interneurons (30.0£6.8 ms) and pyramidal cells
(32.2+3.4 ms) (Table 2). A positive correlation was found between the rise time and
decay time constant of non-NMDA EPSCs, but it was not statistically significant

(n=13 cells, r=0.31; Fig. 5E).

NMDA EPSCs

NMDA EPSCs were evoked in the presence of 20 pM CNQX and 25 pM BIC

in ACSF containing Mg2+ (Fig. 6). All cell types showed prominent NMDA EPSCs
that were voltage dependent between -80 mV and 60 mV (Table 2). NMDA EPSCs
were almost null near -80 mV but were large near 50 mV (Fig. 6). The I-V graph of
peak NMDA EPSCs demonstrated a negative slope between —80 and -20 mV (n=18
cells; eg. Fig. 6B). The mean reversal potential of NMDA EPSCs was similar in
interneurons and pyramidal cells and varied between 2.4 and 11.8 mV (Table 2). The
conductance of NMDA EPSCs was estimated from the slope of the linear portion of
I-V relations (eg. Fig. 6B), and was not significantly different between interneurons
and pyramidal cells (5.2 and 5.1 nS, respectively). Bath application of the selective
NMDA antagonist AP5 antagonized NMDA EPSCs evoked at depolarized potentials
in interneurons (by 84.9+2.9%, n=9 cells; p<0.05) (Fig. 6C) and in pyramidal cells
(by 62.4+8.9%, n=5 cells; p<0.05). The effects of AP5 were reversible in
interneurons (35.4+15.3% of control amplitude; n=2) and in pyramidal cells

(86.0£11.4% of control amplitude; n=3).
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Differences were found in the kinetics of NMDA EPSCs in interneurons
(Table 2). The 10-90% rise time of NMDA EPSCs, evoked at membrane potentials
near 50 mV, was three- to fourfold slower in O/A interneurons than in other cell
types. The rise time was significantly slower for NMDA EPSCs evoked near 50 mV
(Fig. 7, Table 2, p<0.05). In contrast, the decay of NMDA EPSCs was similar in
interneurons and pyramidal cells (Table 2). NMDA EPSCs, evoked at membrane
potential near 50 mV, decayed with a single-exponential time constant of 290+£36 ms
in interneurons (Fig. 8A, B; Table 2). A positive, but non-significant, correlation
(r=0.34) was found between the decay time constant and the rise time of NMDA

EPSCs in interneurons (n=14 cells; Fig. 8).

GABA 4 IPSCs

GABA4 IPSCs were pharmacologically isolated during bath application of 50
uM AP5 and 20 uM CNQX (Table 2). These IPSCs are likely monosynaptic
responses, because they were evoked in the presence of antagonists of non-NMDA
and NMDA glutamate receptors. In all cell types, GABA, IPSCs were inward at
negative holding potentials (near -60 mV) and outward at positive potentials (near 50
mV). The I-V relationship of the peak GABAA IPSCs was mostly linear (Fig. 9).
The mean reversal potential of GABAA IPSCs was similar in all cell types and varied
between -28.6 and -34.3 mV (Table 2). The mean conductance of GABA4 IPSCs,
obtained from the slope of the linear portion of the I-V relationship, was not
significantly different among interneurons and pyramidal cells (6.7 and 11.3 nS,

respectively; Table 2). The GABAx nature of these IPSCs was confirmed using the
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GABA, antagonist BIC (Fig. 8C). In interneurons (n=11 cells), the peak amplitude
of outward IPSCs evoked near 50 mV and of inward IPSCs elicited near -60 mV
were significantly reduced by 84.4+3.3% and 82.6+4.7%, respectively (p<0.05). The
effects of BIC were reversible (64.8+£9.7% of control, n=9 and 66.0+11.8% of
control, n=8; respectively). BIC similarly antagonized IPSCs in pyramidal cells (by
89.443.1% near 50 mV and by 92.0£1.9% near -60 mV; n=2 cells; p<0.05).

The kinetics of GABAA IPSCs were similar in interneuron subtypes and
pyramidal cells (Table 2). The mean rise time of GABA4 IPSCs was not sensitive to
voltage (holding potentials near -60 vs 50 mV) and varied between 5.1 and 7.4 ms in
interneurons versus 7.0 ms in pyramidal cells (Table 2). The decay time constant of
GABA4 IPSCs, obtained from a single-exponential fit of the decay phase, was not
different between the various cell types (Table 2), but was voltage sensitive (Fig.
10B). For interneurons (n=12 cells), the decay time constant of GABAA IPSCs was
slower near 50 mV (154+11 ms) than near -60 mV (72+5 ms, p<0.001). In pyramidal
cells, GABAA IPSCs also decayed more slowly at depolarized holding potentials
(Table 2). No significant correlation was found between decay time constant and rise

time of GABA, IPSCs (n=12 cells, r=0.20; Fig. 10).

DISCUSSION

Membrane properties and synaptic currents were characterized, with the use

of whole cell recordings, and compared in three groups of interneurons selected on

the basis of their soma location in specific layers of the hippocampal CA1 region: (1)
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O/A, (2) PYR and (3) L-M. The major findings were that, in hippocampal slices of
young animals, the intrinsic membrane properties of interneurons were different from
those of pyramidal cells, but these properties were generally similar among the
various interneuron subtypes. In contrast, pharmacologically isolated non-NMDA
and NMDA EPSCs and GABA, IPSCs were similar in the various interneurons and
pyramidal cells, except for NMDA EPSCs, which displayed distinct kinetics in O/A

interneurons.

Morphology

The morphology of biocytin-labeled interneurons was different for each group
of interneurons, confirming their different subtypes. The somata of all interneurons
were nonpyramidal in shape and usually multipolar. The dendritic arborization of
labeled interneurons differed markedly. Dendrites of cells in O/A arborized greatly in
str. oriens and sometimes in str. radiatum. Those of interneurons near PYR usually
extended both in str. radiatum and oriens. Dendrites of L-M cells usually ramified
extensively in str. radiatum and lacunosum-moleculare. Biocytin-labeled axons were
seen only in a few cells of each group, but in each case also indicated distinctive
arborization patterns: in str. oriens, pyramidale and radiatum for O/A cells; in str.
radiatum and pyramidale for PYR interneurons; and in str. radiatum and lacunosum-
moleculare for L-M cells. The distinctive dendritic and axonal arborizations
observed in each group of interneurons are generally similar to the specific
morphology previously reported in intracellular studies in adult slices for

interneurons in O/A (Lacaille and Williams 1990; Lacaille et al. 1987), near PYR
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(Buhl et al. 1994a; Kawaguchi and Hama 1988; Schwartzkroin and Kunkel 1985),
and in L-M (Kawaguchi and Hama 1988; Lacaille and Schwartzkroin 1988a).
Similar distinctive morphology has been reported for interneurons labeled during
whole cell recordings in slices of young rats in the O/A (McBain et al. 1994) and L-
M (Williams et al. 1994) regions. The lower incidence of axonal labeling observed in
the present study may be due to the reduced thickness of slices for whole cell

recordings, which may favor damage to interneuron axons during sectioning.

Membrane properties

Significant differences in intrinsic membrane properties were found between
interneurons and pyramidal cells. First, resting membrane potentials were similar in
all cell types, which is in general agreement with previous reports from interneurons
in O/A (McBain et al. 1994) and L-M (Williams et al. 1994), and from pyramidal
cells (Spigelman et al. 1992) in slices of young animals. The membrane properties
that were significantly different in all interneuron subtypes compared with pyramidal
cells were action potential amplitude and duration, afterhyperpolarizations,
membrane time constant, cell input resistance, and evoked firing. Action potential
duration was significantly shorter in interneurons than in pyramidal cells, which is in
accordance with previous studies with intracellular recordings from interneurons in or
near PYR (Kawaguchi and Hama 1987; Lacaille 1991; Schwartzkroin and Mathers
1978) and in O/A (Lacaille and Williams 1990; Lacaille et al. 1987), and with whole
cell recordings from interneurons in L-M (Williams et al. 1994). Action potential

amplitude was significantly smaller in interneurons than in pyramidal cells. These
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findings are in agreement with previous intracellular studies of PYR (Lacaille 1991;
Schwartzkroin and Mathers 1978), O/A (Lacaille and Williams 1990; Lacaille et al.
1987), and L-M interneurons (Lacaille and Schwartzkroin 1988a) that reported action
potentials with little overshoot in interneurons. Cell input resistance was significantly
greater in interneurons than in pyramidal cells. Our results confirmed, with whole
cell recordings, the previously reported higher cell input resistance of interneurons
near PYR (Schwartzkroin and Mathers 1978), O/A (Lacaille et al. 1987) and L-M
(Lacaille and Schwartzkroin 1988a), and further suggest that cell input resistance is
not significantly different between these interneuron subtypes.
Afterhyperpolarizations also showed marked differences in interneurons and
pyramidal cells. Although afterhyperpolarizations consisted of fAHP and mAHP
components in interneurons and pyramidal cells, both components were larger in
amplitude in interneurons. In interneurons, pronounced AHPs have been reported as
distinctive features of cells in O/A (Lacaille et al. 1987; Zhang and McBain 1995),
PYR (Schwartzkroin and Mathers 1978) and L-M (Kawaguchi and Hama 1987,
Lacaille and Schwartzkroin 1988a), but the previously reported AHPs were usually
monophasic.  Dual-component AHPs have been characterized previously in
pyramidal cells (Storm 1989, 1990). Our results confirm the presence of fAHPs and
mAHPs in L-M cells (Williams et al. 1994) and further show that other subtypes of
interneurons in O/A and PYR also display such AHPs with dual components.
Although the presence of afterdepolarizing potentials may partially mask AHPs in
pyramidal cells, differences in potassium current kinetics may underlie the more

pronounced fAHPs and mAHPs in interneurons (Zhang and McBain 1995).
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Interneurons and pyramidal cells also responded differently to current
injections. First, membrane time constants were significantly faster in all interneuron
subtypes. In previous intracellular studies in conventional slices, membrane time
constants were also faster in interneurons than pyramidal cells (Lacaille and
Schwartzkroin 1988a; Lacaille et al. 1987; Schwartzkroin and Mathers 1978).
Second, when depolarizing current pulses were applied near resting membrane
potential, the firing pattern was different in interneurons and pyramidal cells. Current
pulses evoked regular firing in all classes of interneurons but produced burst firing in
50% of pyramidal cells. Furthermore, the pattern of firing observed in L-M and other
types of interneurons did not change at hyperpolarized membrane potential. This is
in contrast to the voltage-dependent burst firing previously reported with intracellular
recordings in L-M cells in conventional slices (Kawaguchi and Hama 1988; Lacaille
and Schwartzkroin 1988a). The present results confirm the reported lack of voltage-
dependent burst firing in L-M interneurons with whole cell recordings (Williams et

al. 1994). The present observations were performed with a similar whole cell

recording solution that was previously used to record low-threshold Ca2+ spikes in
neocortical interneurons (Kawaguchi 1993). It remains unclear why the previously
reported voltage-dependent pattern of firing was not observed in the present study,
but significant differences in the experimental paradigm like the age of animals, low
recording temperatures, and/or the use of whole cell recordings may play a role

(Williams et al. 1994).
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Interneurons and pyramidal cells displayed inward rectification during
hyperpolarizing current pulses. Rectification ratios were similar in all cell types. Our
results confirm previous reports of inward rectification in O/A interneurons (Lacaille
and Williams 1990), and further extend these observations to PYR interneurons. Ina
previous study of L-M interneurons, rectification was less pronounced (Williams et
al. 1994). However, in the present study, the use of longer-duration and larger-
amplitude current pulses clearly indicated that L-M cells display inward rectification
similar to that of other cell types. Interneurons and pyramidal cells also displayed
anodal break excitation after hyperpolarizing current pulses. In pyramidal cells of
adult animals, both the inward rectification and the rebound excitation are thought to

be mediated by the inward rectifier current IQ (Storm 1990). Preliminary reports

suggest that some interneurons may also possess this current (Maccaferri and McBain
1995), which may account for the similarity of inward rectification and anodal break
excitation between interneurons and pyramidal cells.

In general, the present results confirm with whole cell recordings that CA1l
interneurons display membrane properties that are significantly different from
pyramidal cells (Kawaguchi and Hama 1988; Lacaille and Schwartzkroin 1988a;
Lacaille et al. 1987, Schwartzkroin and Mathers 1978). These results suggest that
interneurons display their characteristic nonpyramidal intrinsic properties in young
animals (14-22 days postnatally). Our results also show that the properties of
interneurons in L-M are not significantly different from those of other interneurons.

This is in contrast to findings that L-M cells displayed longer-duration action
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potentials and a distinctive voltage-dependent firing pattern different from
interneurons in O/A and PYR in slices of adult animals (Kawaguchi and Hama 1988;
Lacaille and Schwartzkroin 1988a). Thus in young animals L-M interneurons may
have developed their nonpyramidal membrane properties, but they may not yet have
expressed their distinctive membrane properties, which differentiate them from other

interneurons in adult animals.

Synaptic responses

Stimulation of nearby afferents evoked short-duration EPSPs mediated by
non-NMDA and NMDA glutamate receptors, as well as IPSPs mediated by GABA
receptors, in interneurons and pyramidal cells. No evidence of GABAg responses
was obtained because IPSPs reversed at —72 mV. These results are in contrast with
postsynaptic responses previously studied in conventional slices of adult animals,
which were largely excitatory in interneurons in O/A (Lacaille et al. 1987) and L-M
(Lacaille and Schwartzkroin 1988a), but are similar to the excitatory and inhibitory

responses recorded in interneurons in PYR (Lacaille 1991).

Non-NMDA EPSCs
Voltage-clamp techniques and pharmacological antagonists were used to

characterize in isolation evoked non-NMDA, NMDA, and GABA, postsynaptic

responses. Non-NMDA EPSCs evoked in interneurons and pyramidal cells

demonstrated a linear I-V, as well as similar reversal potential and sensitivity to
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CNQX. Our results are consistent with a previous study showing non-NMDA
components of EPSCs that were similar in interneurons of str. oriens and in
pyramidal cells (Sah et al. 1990). The present results further extend this similarity of
non-NMDA EPSCs to interneurons in L-M and near PYR. In the previous study (Sah
et al. 1990), the time course of the non-NMDA EPSCs was generally faster than in
the present study. The similarity in time course of non-NMDA EPSCs evoked in
interneurons and pyramidal cells in the present study is also in contrast to the more
rapid kinetics of spontaneous EPSCs in interneurons compared with pyramidal cells
of the CA3 region (McBain and Dingledine 1993) and of the visual cortex (Hestrin
1993), and to the faster rise time and decay time constant of non-NMDA EPSCs in
aspiny interneurons in comparison with mossy cells of the hilus (Livsey and Vicini
1992). The similarity in time course of non-NMDA EPSCs between CAl
interneurons and pyramidal cells may reflect regional and cellular differences, or
discrepancies between evoked and spontaneous synaptic events (e.g., asynchronous
release and postsynaptic summation of a large number of homo- and heterogenous
individual events). Dendritic filtering could have also influenced the rise time and
decay of synaptic responses in the present study. However, intracellular solutions
containing cesium and QX-314 were used to minimize this filtering; in addition, rise
time and decay of non-NMDA EPSCs were positively but not significantly

correlated.

NMDA EPSCs
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NMDA-mediated EPSCs were characterized in CNQX and BIC. With no

added glycine and in the presence of extracellular Mg2+, large outward NMDA
EPSCs were evoked at positive membrane potentials (50 mV). Except for their
slower time course in O/A interneurons, NMDA EPSCs were generally similar in
interneurons and pyramidal cells. In all cells, I-V relation of NMDA EPSCs
demonstrated a region of negative slope at membrane potentials between -80 and -20
mV, and was linear at membrane potentials more positive than -20 mV. NMDA
EPSCs were antagonized by APS in all cell types. At depolarized membrane
potentials (50 mV), the rise time of NMDA EPSCs was significantly slower in
interneurons of O/A (31.6 ms) than in other types of cells (8.6 ms), whereas the decay
was similar in all cell types. The present results are in agreement with previous
findings of NMDA EPSCs with a slower rise time in O/A interneurons than in L-M
interneurons or pyramidal cells (Perouansky and Yaari 1993). Our results further
suggest that the slower rise time may be a property limited to NMDA EPSCs of O/A
interneurons, because interneurons near PYR showed NMDA EPSCs with faster rise
time. The cause of this difference remains unknown, but two mechanisms have been
proposed to account for the slower rise time of NMDA EPSCs: diffusion of
transmitter to neighboring synaptic or extrasynaptic NMDA receptors, or slower
activation kinetics of NMDA channels in O/A interneurons (Perouansky and Yaari
1993). It is also possible that the slower rise time may be due to a different

electrotonic location of NMDA synapses on O/A cells, compared with other cell
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types. In such a case, however, the decay would also be expected to be slower, which
was not the case in our experiments.

Thus these results suggest that synaptic excitation in pyramidal cells and in
various subtypes of interneurons involves generally similar non-NMDA and NMDA
mechanisms. However, the unique time course of NMDA EPSCs in interneurons in
O/A may suggest some heterogeneous NMDA synaptic mechanism in this subtype of
interneurons. It is interesting that parvalbumin-positive interneurons located in
stratum oriens are lost after kainate seizures (Best et al. 1993). Thus it is possible
that the presence of distinct NMDA mechanisms in interneurons of str. oriens may

play a role in their selective vulnerability to excitotoxic insults.

GABA,4 IPSCs

GABA,4 IPSCs were pharmacologically isolated during application of APS
and CNQX. They were antagonized by BIC and displayed similar properties in all
cell types. I-V relations of GABA, IPSCs were linear and the mean reversal potential
was -32 mV. The reversal potential of GABA IPSPs recorded in current clamp was
-72 mV in interneurons and pyramidal cells. A similar value was reported for
GABAA IPSPs in L-M cells (Williams et al. 1994). The shift in a depolarized
direction of the reversal potential for GABA, IPSCs in our voltage-clamp
experiments may have been caused by the inclusion of QX-314 (bromide salt) in the
intracellular solution and the contribution of Br™ permeability through CI” channels
(Hille 1992). Thus, in normal physiological conditions, the reversal potential of

GABA, synaptic responses may be more negative than resting membrane potential
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and GABA, IPSCs may be outward. For all cells, the rise time and decay of GABA4
IPSCs were not different between interneurons and pyramidal cells. The rise time of
GABAA, IPSCs (5.0-7.5 ms) was not voltage dependent in the membrane potential
range of -60 and 50 mV. Decay time constants of GABA, IPSCs, however, were
sensitive to membrane potential. In all cell types, the decay of GABA, IPSCs was
twofold slower at 50 mV (130-180 ms) than at -60 mV (60-85 ms). Our results of
similar GABA, IPSCs in pyramidal cells and interneurons are somewhat in contrast
with previous reports with intracellular recordings in conventional slices. In the latter
studies, synaptic responses were predominantly excitatory in interneurons in O/A
(Lacaille et al. 1987), PYR (Schwartzkroin and Mathers 1978) and L.-M (Lacaille and
Schwartzkroin 1988a) but consisted of excitatory and longer inhibitory components
in pyramidal cells (Alger and Nicoll 1982). Prominent IPSPs, similar to pyramidal
cells responses, have been reported, however, in interneurons in PYR (Lacaille 1991).
The present results further confirm the presence of significant GABA, synaptic
responses in interneuron subtypes. The similar time course of GABA, IPSCs in
interneurons and pyramidal cells in the CA1l region was in contrast with the faster
decay of spontaneous IPSCs in granule cells compared to hilar neurons in the dentate
gyrus (Soltesz and Mody 1994). The similarity of evoked IPSCs in the present
experiments may also be due to regional and cellular differences, or to intrinsic
differences between evoked and spontaneous synaptic responses (e.g., asynchronous
release and postsynaptic summation of a large number of individual homo- or
heterogenous events). However, as seen in the present study with the decay of

GABA, IPSCs, the decay of spontaneous IPSCs was voltage dependent in granule
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cells (Otis and Mody 1992; Soltesz and Mody 1994). Voltage-dependent decay of
GABAA IPSCs has also been previously reported in CAl pyramidal cells
(Collingridge 1984; Pearce 1993). Although GABA, receptors display voltage-
dependent desensitization (Frosch et al. 1992; Oh and Dichter 1992; Yoon 1994), it is
unclear whether such a mechanism is involved in the voltage-dependent decay of
GABA, IPSCs. In situ hybridization studies have revealed the presence of diverse
GABAA receptors subunits in the hippocampus (Wisden et al. 1992). Furthermore,
the distribution of the a1 subunit of GABA4 receptors may be heterogeneous among
subpopulations of hippocampal interneurons (Gao and Fritschy 1994). Although
pyramidal cells of the CA1-CA3 region expressed a2, B3 and y2 GABA, subunits,
the a1 subunit was mostly observed in interneurons of the str. oriens and pyramidale.
Our results suggest that even though the occurrence of ol subunit may be
heterogeneously expressed in interneurons, this difference is not reflected in the time
course or voltage sensitivity of GABAa IPSCs evoked in different interneuron

subtypes or pyramidal cells.

Functional implications

The present results suggest that in young rats, different subtypes of
interneurons located in O/A, near PYR, and in L-M display membrane properties that
are distinguishable from those of pyramidal cells: short-duration and smaller-
amplitude action potentials, higher cell input resistance, faster membrane time

constant, prominent fAHPs and mAHPs, and sustained firing during depolarizing
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current pulses. Two important points arise from these results. First, these properties
in general agree well with the properties of interneurons in str. oriens and PYR,
which have been described as fast-spiking cells in conventional slices (Kawaguchi
and Hama 1987; Lacaille et al. 1987; Schwartzkroin and Mathers 1978). Second,
however, the properties of stellate cells in L-M in slices of young rats were not
different from other subtypes of interneurons, which is in contrast to what has been
reported in conventional recordings from mature rats (Kawaguchi and Hama 1987;
Lacaille and Schwartzkroin 1988a). The homogeneous properties of interneurons in
L-M are unlikely to result from the utilization of whole cell recording techniques,
because the properties of fast-spiking cells in whole cell recordings were generally
similar to those obtained with intracellular recordings, when taking into account
known differences arising from whole cell recordings (Staley et al. 1992; Spruston
and Johnston 1992). These homogeneous properties may be due, however, to the
difference in age of the animals studied (young vs adult). Thus the maturation of
membrane properties may differ between interneurons: in young animals,
interneurons in O/A, PYR and L-M may express distinct nonpyramidal cell properties
(i.e. fast spiking cells), but later during development the properties of interneurons in
L-M may further change so that, in adult animals, their properties differ from those of
fast-spiking cells (Kawaguchi and Hama 1987; Lacaille and Schwartzkroin 1988a).
Therefore the maturation of inhibitory circuits may be achieved to a large degree in
young rats, but it may not be fully completed until a later age.

In contrast to their membrane properties, distinctly different from pyramidal

cells, the interneuron subtypes examined generally displayed non-NMDA, NMDA,
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and GABA, postsynaptic currents that were similar to those of pyramidal cells,
except for NMDA EPSC rise times, which were slower in O/A interneurons.
Although stimulating electrodes were similarly positioned near the soma of respective
interneurons and the synaptic responses consisted of a large population of individual
synapses, the electrotonic locations of the stimulated synapses were not known and
could have differed between cell types. Thus more discrete stimulation procedures
that could selectively activate subsets of afferents fibers may uncover some more
subtle differences in synaptic responses. Nonetheless, the similarity of synaptic
currents and the differences in intrinsic membrane properties between principal and
nonprincipal cells suggest that interneurons may integrate synaptic information
differently than pyramidal cells. Globally, their intrinsic properties endow
interneurons with a capacity to respond to identical synaptic currents with greater and
faster potential differences, subject to less temporal and more spatial integration, and
to generate sustained and more rapid trains of spikes in response to excitatory inputs
than pyramidal cells. Indeed, EPSPs recorded simultaneously in interneurons and
pyramidal cells displayed a faster rise time, as well as a larger amplitude, in
interneurons (Lacaille and Schwartzkroin 1988b; Lacaille et al. 1987).

Finally, the similarity between non-NMDA, NMDA, and GABAa
postsynaptic currents in interneurons in O/A and in L-M is in contrast to the
heterogeneous capacity of their EPSCs to undergo long-term potentiation (Ouardouz
and Lacaille 1995). Thus differences in non-NMDA and GABA4 synaptic currents
are unlikely to underlie the differential sensitivity of their EPSCs to show long-term

potentiation. Similarly, the slower kinetics of NMDA currents in interneurons of str.
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oriens may not be a critical factor in producing long-term potentiation, because
similar NMDA EPSCs with fast rise times were observed in both L-M and pyramidal
cells, and only pyramidal cells showed robust long-term potentiation at their
excitatory synapses (Ouardouz and Lacaille 1995). Thus factors other than
differences in non-NMDA, NMDA, and GABA, postsynaptic currents may underlie

the heterogenous expression of long-term potentiation in interneurons.
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Figure Legends

Figure 1: Camera lucida drawings of biocytin-filled interneurons and pyramidal
cells. Representative examples of subtypes of interneurons labeled intracellularly
with somata located in stratum (str.) oriens near the alveus (O/A; A), near str.
pyramidale (PYR; B) and near the str. lacunosum-moleculare/radiatum border (L-M;
C). Arrows point to axonal processes. The morphology was very distinct between

each type of interneuron and pyramidal cells (D).

Figure 2: Membrane and firing properties of interneurons (INT: A, C, E) and
pyramidal cells (PC: B, D, F). A-B: Single action potentials elicited in an interneuron
in L-M (A) and a pyramidal cell (B). The action potential duration (measured at the
base) was shorter in the interneuron. Both fAHPs (single arrow) and mAHPs (double
arrows) were larger in amplitude in interneurons. The membrane potential was -52
mV and -45 mV in A and B, respectively. C-D: Responses to current injection. A
depolarizing current pulse elicited a regular train of action potentials in interneurons
(C). Burst firing followed by a period of accomodation was evoked in the pyramidal
cell (D). In both cell types, during large-amplitude hyperpolarizing pulses membrane
potential reached an initial peak value (open circles), which was followed by a sag to
a steady level (filled squares). E-F: Graph of membrane potential changes, at the
peak (open circles) and at the end of the pulse (filled squares), vs current injected,
with their respective linear regression, for the cells shown in C and D. In all cell

types, with large current injection membrane responses were clearly smaller at the
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end of the pulse than at the peak. Cell input resistance was obtained from the slope of
the regression lines, at the peak and at the end of the pulse. In both interneurons and

pyramidal cells there was a significant reduction in R;, at the end of the pulse.

Figure 3: Postsynaptic potentials evoked in interneurons (INT: A-B) and pyramidal
cells (PC: C-D) by stimulation of nearby afferent fibers. A: Near resting membrane
potential, stimulation with increasing intensities (indicated at left of the traces)
elicited an EPSP followed by a longer duration IPSP in an interneuron in L-M. At
higher stimulation intensities, EPSPs triggered action potentials. B: In the same
interneuron, non-NMDA and NMDA antagonists (20 pM CNQX and 50 uM AP5)
blocked EPSPs and uncovered IPSPs. C-D: In a pyramidal cell, similar EPSPs and
IPSPs were elicited by stimulation of str. radiatum (C), and monosynaptic IPSPs were

evoked in the presence of CNQX and APS5.

Figure 4: Pharmacologically isolated non-NMDA EPSCs evoked in interneurons in
the presence of AP5 and BIC. A: Averaged non-NMDA EPSCs evoked in a
representative L-M interneuron at different membrane potentials (indicated at left of
traces). Non-NMDA EPSCs were inward at negative potentials and outward at
potentials more positive than 10 mV. B: I-V relation of peak non-NMDA EPSCs for
the cell shown in A. A conductance of 4.4 nS was obtained for these non-NMDA
EPSCs from the slope of the linear portion of the I-V relationship (line). C:

Reversible block of non-NMDA EPSCs by 20 uM CNQX. Control non-NMDA
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EPSCs were evoked at -87 mV in AP5 and BIC (left trace). After the addition of
CNQX to the perfusion medium, EPSCs were almost completely blocked (amplitude
95.4% of control). After washout of the antagonist (15-20 min), the EPSC amplitude

partially recovered to 27.2% of control.

Figure 5: Decay of non-NMDA EPSCs in interneurons. A: Averaged non-NMDA
EPSCs evoked at -87 mV (A) in a representative cell. B: Decay phase of non-NMDA
EPSCs was fitted with a single exponential function with time constants of 96.7 ms.
C: Graph of decay time constant as a function of rise time of non-NMDA EPSCs
evoked at negative membrane potentials (near -80 mV) for different interneuron

subtypes (O/A, circle; PYR, square; L-M, triangle).

Figure 6: NMDA EPSCs isolated pharmacologically in 25 pM BIC and 20 pM
CNQX in a representative O/A interneuron. A: Averaged NMDA EPSCs were
outward at positive membrane potentials (37 mV and 55 mV) and inward at 0 and -19
mV. NMDA EPSCs were also inward but almost null at -37 mV. B: Graph of the
peak NMDA EPSCs vs membrane potential for the cell shown in A. The I-V
relationship of the NMDA EPSC shows a negative slope area between -80 mV and
-20 mV. The slope of the linear portion of the I-V relation (filled line) was taken as a
measure of NMDA EPSC conductance. C: NMDA EPSCs were blocked by the
NMDA antagonist, AP5. NMDA EPSCs evoked at 55 mV (BIC/CNQX, left trace)

were reduced by 90.1% with the addition of 50 pM APS (right trace).
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Figure 7: Slower rise time of NMDA EPSCs in O/A interneurons. A-B: Averaged
NMDA EPSCs in representative interneurons in O/A (A) and PYR (B) evoked at
depolarized membrane potentials (indicated at left of trace). Broken lines indicate the
onset and peak of NMDA EPSCs. The 10-90% rise time was much slower in the

interneuron in O/A (32.0 ms) than in PYR (8.8 ms).

Figure 8: Decay time constant of NMDA EPSCs in a representative O/A
interneuron. A: Averaged NMDA EPSCs evoked at 55 mV. B: Decay time constant
(137.3 ms) was obtained by fitting the decaying phase of NMDA EPSCs with a single
exponential function. C: Graph of decay time constants of NMDA EPSCs in
interneurons (O/A, circle; PYR, square; L-M, triangle) plotted against their rise time

for responses evoked near 50 mV.

Figure 9: GABA, IPSCs recorded in an O/A interneuron and isolated in the presence
of 20 pM CNQX and 50 uM APS5. A: Averaged GABA, IPSCs were inward at
holding potentials of -45 mV and were outward at potentials more positive than —27
mV. B: Graph of the I-V relation of peak GABAA IPSCs for the cell shown in A.
The I-V relationship was mostly linear except at most extreme potentials. GABAA
IPSCs reversed at -38.3 mV in this cell. The conductance of GABA, IPSCs
estimated from the slope of the linear portion of the I-V plot (line), was 6.7 nS in this
cell. C: Pharmacological block of GABAAs IPSCs by 25 puM bicuculline (BIC).

Averaged GABA4 IPSCs (left trace, control) were reduced by 89.8% in BIC (middle
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trace). IPSC amplitude recovered to 78.7% of control after wash out of BIC (right

trace).

Figure 10: Voltage sensitivity of the decay of GABA 4 IPSCs in a representative O/A
interneuron. A-B: Averaged GABA IPSCs, evoked at depolarized (A; 47 mV) and
hyperpolarized (B; -63 mV) holding potentials, decayed at different rates. C-D: The
decay time constant, obtained by fitting the decaying phase with a single exponential
function, was slower at a holding potential of 47 mV (C; 168 ms) than at -63 mV (D;
76 ms). E: Graph of decay time constant of GABA4 IPSCs evoked at depolarized
holding potentials plotted against their rise time for O/A (circle), PYR (square) and

L-M ( triangle) interneurons.



85

alnssi4

alB|Nd9jowW-WnNsounoe|

wnyeipey

slepiwelid
susuQ

SNoAlY

aInssi4

ale|nda|ow-WNsouUnoeT

wnyelpey

ajepiwelid

susuQ

SnaAly

Figure 1

wn 00}




A INT

-4
— o]
E Current (pA) < F Current (pA) 10 <=
>
-500-400-800 200400 8 . & 400 300 200 -100 O £
E: % ' ; . : 0 Tihy
o Vmax 120 ¢ . 2
Vend fsi o Vmax jﬂéj g5 &
.. Nen 140 G = Vend 5
60 O ) IS
2 1t ==
80 QO O
S/ 100 8 =" 0 g
g o)
' 120 g o 40 5
-140 -2 8
- 160 2 J50 G
= =

Figure 2



INT
ACSF

SOUAﬂ,_r:‘:':”'__h:J

INT
CNQX/APS

C PC D PC
ACSF CNQX/APS
125“‘&'—“"1' ________________ 125HA*‘"'\ ‘——‘:_—_H———__—_:___::
I\"/q_,,_,—”’_ IL/-""
t }
|20mV
100ms

Figure 3



46

-11
-30 I

-87

-87

jé

88

<
2400
BIC/AP5 = .
?)200
X
@©
g
L L i I_O ; " | 3
-100-80-60-40-28 0 20 40 60 80
|200pA *>00 . Membrane potential (mV)
°
400ms a0k
-600 L
BIC/AP5 y +CNQX y Wash

rJJ /
/ —|1 00pA

Figure 4



-87

Decay time con

BIC/AP5

/MWJ: e

400ms
PYR o
O/A o
L-M &
A
o oH
_cmfg 5 &

0 51015202530
Rise time (ms)

89

BIC/APS

—

/

decay time constant=
96.66ms

Figure 5



55 .l

BIC/CNQX

90

S N S |
o Q
(@) o

w
o
(@]

Peak current (pA)

_.-/

-80-6g -40 200:3 20 40 60 80
Membrane potential (mV)

N
o
o

100 +

-200 [
+APS
\A.M.mm_.....
I 100pA
200 ms

Figure 6



O/A PYR

[
| i

| | | | (g RN
- S I

44 - COBZeA ]
* | i

10-90% rise time= 32.0ms 10-90% rise time= 8.8ms

200pA
100ms

Figure 7



\ BIC/CNQX

99 4 \M

_AO

0 1020304050607080
Rise time (ms)

92

decay time constant=
137.29ms

Figure 8



93

47 |
\ 23 800 |
28 ||\ CNQX/APS = .
[}
3
5
o
-8 \ Q.
2l -100:80-60%0-20 0 20 40 60
45 e ¥ .200 |Membrane potential (mV)
} ’200pA 400l
200ms
CNQX/AP5 +BIC
R il
.y 0 - ST R

Figure 9



94

\

\\ CNQX/AP5 CNQX/AP5
47 M. e -63 w\/w..
i __|100pA A __|100pA
100ms 100ms
decay time constant= decay time constant=
167.92ms 76.24ms
g2l 4 A O/A o
= PYR a
= 200 A L-M a
E A
£ 150 A & o
(&) O
(b O 0
£ 100 0
@ 50
(&)
()]
0 g

0 2 4 6 8 101214
Rise time (ms)

Figure 10



Table 1. Summary table of membrane properties of interneuron subtypes and pyramidal cells

(meantsem).

Cell properties Interneurons Pyramidal
cells
O/A PYR L-M (n)
(n=5) (n=5) (n=5)
Resting membrane -51.4£3.9 -55.2+£2.9 -55.4+4.6 -48.6+1.7 (9)
potential (mV)
Action potential 76.5£4.9 85.8£5.5 83.2+3.7 95.4+4.7 (9)*
amplitude (mV)
Action potential 2.1£0.2 1.840.1 1.8+0.2 3.0£0.2 (9)*
duration (ms)
fAHP amplitude (mV) =131943.2 -14.842.2 -11.0+1.6 -0.1£1.0 (4)*
fAHP latency (ms) 5001 2.8+0.3 2.8+0.2 3.6x0.3 (4)*
FAHP recovery (ms) 1.7+£0.1 1.6+0.2 1.9+0.2 1.3+0.1 (4)*
mAHP amplitude (mV) -6.7£1.9 -6.6+1.4 -2.7+£0.8 1.1£1.5 (5)*
mAHP latency (ms) 49435 2.6+1.3 11.3+1.07 8.5+3.6 (5)
mAHP recovery (ms) 41.1£10.0 54.6%1.5 34.5+6.1 43.5%11.9 (5)
Time constant (ms) 31.949.2 25.5+4.2 29.3+8.0 46.0£5.0 (9)*
R, peak (MQ) 2276£540  252.0+£53.5 22864413  135.6+12.2 (9)*
R, end (MQ) 167.6£45.5 104.4+45.5 177.0£383  96.7+7.2 (9)*
Rectification ratio 1.4+0.2 1.4+0.1 1.3+0.2 1.4£0.1 (9)
Evoked firing regular regular regular regular (5/9)
burst (4/9)
Polysynaptic EPSPs 4/4 5/5 5/5 8/8
Isolated IPSPs 1/3 3/3 3/5 6/7

* significantly different from interneurons (p<0.05).
# significantly different from PYR interneurons (p<0.05).

Table 1
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Table 2. Summary table of properties (meantsem) of pharmacologically isolated synaptic currents in
interneuron subtypes and pyramidal cells. N=5 cells unless stated otherwise in parentheses.

Synaptic current Interneurons Pyramidal cells
O/A (n) PYR (n) LM (n) (n)
non-NMDA
conductance (nS) 5.2+£0.7 (6) 2.8+0.8 3.8+0.9 (6) 4.9+1.7 (6)
E,., (mV) 8.6+3.9 (6) -1.243.7 6.5%3.2 (6) 2.5¢1.2 (6)
rise time gms{/
V., -80 m 13.243.3 (6)§ 7.7+4.1 § 4.2+0.9 (6)§ 8.4+1.1(6) ¥
dec%)l time constant (ms)
m -80 mV 27.4+7.1§ 22,7137 § 37.1£153 § 32.2+3 4 (6)t
NMDA
conductance 5.5£1.2 4.6+1.8 54+1.5 5.1£0.4
E., (mV) 9.3::1.9 24438 8.3%1.2 11.8+1.7
rise time (m%
+30m 31.6+11.8*%§ 8.2+1.1§ 7.2+0.4 § 10.4+0.6 T
decay time constant (ms)
V., 50 mV 237.8+60.4§  363.0+63.9 (4)§ 283.4+£65.4§ 387.9+30.0 1
GABA,
conductance (nS) 8.3+3.2 6.3£2.5 54+1.0 11.3£2.8
E,, (mV) -33.0£2.2 -28.6+1.6 -34.3£2.0 -31.1£1.9
rise time ms{]
V,-60m 7.4+13 5.4+1.7 6.1+1.0 7.0£0.7
V, 50 mV 6.1£1.6 6.6£1.5 5.1£0.9 6.9+0.9
dec%y time constant (ms)
m -60 mV 59.1x10.9 (4)§ 60.4+6.1 (4)§ 83.9+6.0 § 78.4+6.8 1
134.1+18.7 (3)§ 132.7¢11.3 (4)§ 182.4£165§ 164.5+9.8 (D

V,, 50 mV

*Significantly different from other types of cells (p<0.05).
+Significant difference between values at both membrane potentials (p<0.03).
§Significant difference between pooled interneuron values at both membrane potentials (p<0.001)

Table 2



7

CHAPITRE TROISIEME

PERTE SELECTIVE DES NEURONES GABA DANS LA REGION CA1 DE
L'HIPPOCAMPE CHEZ LE RAT APRES INJECTION

INTRAVENTRICULAIRE DE L'ACIDE KAINIQUE



98

Selective loss of GABA neurons in area CAl of the rat hippocampus

after intraventricular kainate

France Morinl’z, Clermont Beaulieu? and Jean-Claude Lacaille*'

Centre de recherche en sciences neurologiques and Départements de physiologiel* et
de pathologiez, Université de Montréal, C.P. 6128, Succursale Centre-ville, Montréal,

Québec, Canada, H3C 3J7.

publié dans

Epilepsy Research, 32: 363-369, 1998.



99

Abstract

The intraventricular injection of kainic acid (KA) in rats produces a loss of
dentate hilar neurons and hippocampal CA3 pyramidal cells, and renders the dentate
granule cells and the CAIl pyramidal cells hyperexcitable. = We have used
immunocytochemical detection of glutamic acid decarboxylase (GAD), a marker of
GABA cells, as well as stereological cell counting techniques, to determine whether
inhibitory cell loss was present two weeks after KA treatment. In area CAl, we
found that the density of GAD-positive cells was reduced by KA, but only in stratum
oriens and the alveus. Counts of Nissl-stained neurons were also significantly
reduced in this layer. These results demonstrate a loss of GABA cells in the basal
dendritic layer of the CAl region, which may underlie the hyperexcitability of CAl

pyramidal cells following KA treatment.

Key words: Hippocampus, inhibition, interneurons, GABA, temporal lobe epilepsy



100

Introduction

The kainic acid (KA) model is widely used as an experimental model of
human temporal lobe epilepsy because intracerebroventricular injection of KA
produces a loss of dentate hilar cells and hippocampal CA3 pyramidal cells similar to
that observed in the human epileptic hippocampus [3]. In rats, surviving CAl
pyramidal cells become hyperexcitable [3, 17, 20, 24]. This pyramidal cell
hyperexcitability may be due to increased N-methyl-D-aspartate (NMDA) excitatory
synaptic transmission [23], and to diminished polysynaptic y-aminobutyric acid
(GABA)-mediated inhibitory synaptic transmission [8, 20, 24]. A selective loss of<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>