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Objectifs pédagogiques

 Comprendre |'organisation anatomo-fonctionnelle du
réseau respiratoire bulbo-pontique

 Comprendre la notion de rythmicité au niveau du contréle
d’une fonction

e Connaitre la neurogenese du rythme respiratoire chez
I'animal adulte et chez le nouveau-né

e Connaitre la notion de pacemaker et son fonctionnement



Compétences attendues

 Comprendre I'apport d’'un modele intégré dans le cadre de
I’étude d’une fonction physiologique particuliere

Connaitre les limites et les avantages d’une telle approche

Connaitre le développement d’autres approches
complémentaires et leurs limites et avantages

e Savoir restituer le bien-fondé de l'utilisation de divers
modeles expérimentaux



* Rappels sur l'organisation anatomo-fonctionnelle
du systeme respiratoire

* | La régulation chimique
* || La régulation nerveuse

* |l Répondre aux questions des sciences
fondamentales

* |V Recherche translationnelle en respiration: le cas
apneustique



Rappels - Le controle de la
respiration

* Inconscient : jusqu’a ce que cela se passe mal : dyspnée (haute
altitude par ex.)

* Ou conscient : plongeurs, chanteurs, ...

 Vital : arrét respiratoire = début de |la mort cérébrale

* Deux taches importantes

 Etablir/maintenir une rythmicité automatique pour contracter
les muscles respiratoires=»rythmogeneése

» Ajuster ce rythme aux demandes : métabolique (gaz du sang,
pH) /mécanique (posture) /comportements épisodiques non-
ventilatoires (parler, manger..)=»adaptations physiologiques



Input from other areas—
some excitatory, some inhibitory
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Eléments de base de régulation de la respiration

Contréleur central
(pont et bulbe rachidien)
= Aussi le générateur

, : o Effecteurs (muscles respiratoires)
Récepteurs sensoriels

(mécaniques / chimiques)

* Rrespiration = fonction autonome de nature rythmique, contrblée par
deux mécanismes de régulation

e |-Une régulation chimique
* |lI-Une régulation nerveuse



I-La régulation Chimique

* 3 facteurs

* Baisse de PO2 artérielle
* Augmentation de PCO2 artérielle
* Baisse du pH plasmatique ou du LCR



I.1. Les chémorécepteurs centraux

Vue ventrale du tronc cérébral ,
* Proches des entrées des

CHEMOSENSITIVE REGIONS nerfs craniens VI, VIl (facial),
R VIl (auditif), XII

ostral area
(Mitchell) (hypoglosse)..

e Zones bilatérales

Stimulées par application
de solutions acides ou a

, forte PCO2 a la surface :
- Intermediate

area (Schlafke) * Augmente la ventilation

Caudal area .

r hcke) Zones réversiblement

déprimées par application
de froid/d’anesthésie :
diminuent la ventilation



|.2. Les chémoR péripheriques

* Mesurent PO2, PCO2 et pH
artériels

* Diminution de PO2=>
hyperventilation

* Aug. PCO2 et dim. pH
artériel = hyperventilation

* En absence de ChémoR
périphériques, une hypoxie
provogue une unique
dépression

 =»rble activateur de la
rocniration de ceac R




Réponse a I’hypoxie : différents rythmes
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Hypoventilation Hyperventilation
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Arterial blood Arterial blood
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lI-La régulation Nerveuse

Controle INVOLONTAIRE rythmique de
muscles striés volontaires

Rythme immuable : inspiration-expiration
Grandes variations des besoins de

| ‘'organisme

1 eX . exercice musculaire

1 ex : atteintes respiratoires



Signaux contribuant a la rythmicité respiratoire

7 S

/
I
1

‘Hng\er canters of
e bran (voluntary
Irol of breathing)

s [Emotional stmuli actipg
ough the limbic syslem
~ 7

~
Peripheral™ == -

chemoreceplors
0.l CO.TpHl + aasiiaicny
I
Central + , center
chemaorecaplors ép!{/},

——migﬂl

s . "t
X N Henng;Bt r reflex
T plors In lungs)

Centers In the
medulla and pons
determing basic

\ rhythm of respiration

|

+

O

Receplors for T~ sassess,
touch, lemperature, % §.4

and pain stmubi

Proprioceplors
in muscles and joinls



11.1.1 Réflexe de distension

pulmonaire
T | e i Slowly adapting pulmonary
: : stretch receptors
— Inflation
—— No inflation

Rapidly adapting pulmonary
stretch (irritant) receptors

e f...pulmonary '
Vagal affere stretch receptor _ )
activity signals... C-fiber or Juxtacapillary (J)
receptors

) ...the medulla to
Phrenic efferent _~—— terminate
| inspiratory activity. .
1/)@ | Nerf X |
l
; |
_— 1 - Mécanorécepteurs

Time (sec) pulmonaires



Hering-Breuer reflex

Phrenic  _ Inspiratory
nerve center
v A
Diaphragm iInhibitory
contracts
|
Stretch receptor _ Vagus

In lung nerve



Réflexe d’Hering-Breuer

 Activé lorsque le volume courant augmente de plus
de trois fois la normale

* Donc, réflexe protecteur d’une sur-inflation

pulmonaire s
Max.
. . Tracheal
* Soupir, reniflement, ocsieen |
. , |
Occlusion trachéale.. igh e
|

Souris adulte

%’ " 'M
TN ‘t U

10 cm H20




Mise en évidence du role des nerfs vagues

sur le controle de la respiration
Effet d 'une section des vagues sur les
mouvements respiratoires

Augmentation progressive du volume courant
Diminution de la frequence respiratoire .w

Anesthésie Anesthesie
X droit X gauche

Une voie d’arrét de l’inspiration a été interrompue !!!




Les différents rythmes physiologiques...
et pathologiques

_u/l/l/l/l/L/l/

Sigh _—Sigh
D
Apneusis
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Les différents rythmes physiologiques...
et pathologiques

Eupnea Cheyne-Stokes respiration

AN P

Apneusis Cluster breathing

Ve W L/ (L o o 11

Vagal breathing Ataxic breathing

0 0.2 0.4 0 0.5 1.0
Time Time
(min) (min)




lll. Questions a réesoudre

* Ou est fabriqué le rythme respiratoire ?
 =» |ocalisation des aires cérébrales

* Comment est-il fabriqué ?
» = identification des neurones impliqués

* Propriétés émergentes de réseau?

« =» étude des propriétés de connexions
interneuronales

* Propriétés pacemaker?

* =» recherche/étude de propriétés de neurones
particuliers tq pacemaker cardiaque



Complexité

* A l'inverse du coeur: pas de pacemaker
respiratoire (?7?)

* Pas qu’un seul muscle respiratoire: I'excitation
cycligue de nombreux muscles est nécessaire et
ces muscles sont impliqués dans d’autres
fonctions (parole..déglutir..)



Ou est fabriqué le rythme respiratoire ?
=» localisation des aires cérébrales

r

\Nécessité d’'une préparation in vivo !!!

N\

* Respirer c’est vivre et Vivre c’est respirer

J




* Nos connaissances relevent d’études
physiologiques animales classiques (Chat
anesthésiés ou décérebrés, rats) auxquelles
se sont ajoutés des études récentes sur

préparations isolées

° in vivo vs in vitro



GALIEN

e Grec né a Pergame (Turquie),
meédecin des Gladiateurs a
Rome

* « La respiration stoppe avec un
coup d’épée dans le haut de la
nuque mais une blessure dans
la partie basse provoque une
paralysie des 4 membres et
laisse la respiration intacte »

Galien de
Pergame

129-v.200



Pierre-Marie FLOURENS (1794-1867)
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Recherches expérimentales sur les
propriétés et les fonctions du systeme
nerveux dans les animaux vertébreés

1842

* Expériences de sections sérielles
u TC sur des animaux divers

* « Le nceud vital »



Hering et Breuer 1868

Josef Breuer
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Lumsden : exp. de sections étagées. 1923

Breathing Patterns

Vagi Intact
= Level |
normal

Pons Level ll

| freq, V¢
ot Level Il
Medulla /l /l f‘ n

gasping
53 : Level IV
Spinal Cord
- no respiration

5 sec



Lumsden : exp. de sections étagées. 1923

Pons

Medulla

——

Spinal Cord

~ —

Breathing Patterns

Vagi Intact Vagi Cut
Level | /I ,l
normal | freq, V;
Level ll
| freq, V¢ apneusis
Level I
gasping gasping
Level IV

no respiration
P 5 sec



Le rythme est présent sur d’autres

nerfs....

Pons<
Floor of 1V ventricle
S e S e e
Medulla< VRG
[J DRG
>. .............................................
Spinal
cord C3
b C4
Phrenic nerve\] AL c5

111 Ventricle

Obex

Pontomedullary
transection

V

Cerebellar
peduncles (cut)

Vagus nerve (CN X)
Hypoglossal nerve (CN XII)

---------------------------

|

Spinomedullary
transection

CN XII
activity

Phrenic
nerve
activity

CN XII
activity

Phrenic
nerve
activity

5§ B




1960...Baumgarten, Salmoiraghi..
1970...

* Electrophysiologie
e Extracellulaire

enregistrement extracellulaire de I'activité
unitaire en potentiels d’action des neurones

Activité d'un neurone en potentiels Potentiel d'action

d’action /v | n
EARLRRLS
>




Identification in vivo des
neurones respiratoires
bulbaires

Chat adulte anesthésié, bi-
vagotomisé, curarisé, ventilé
artificiellement

Enregistrements extracellulaires
dans le bulbe rachidien (Pierrefiche
et al., 1991)




Les sous-types de NRB enregistrés en extracellulaire

1 - AUG
PREMOTOR

p 1 - AUG

| - DEC

| ' f ‘
y FLATE - e




Pontine and Medullary Respiratory Neuron
Aggregations (dorsal view)

o

Nucleus parabrachialis
medialis & Kolliker-Fuser

nucleus
Pons
— Nucleus of the
; tractus solitarius
Botzinger complex
Medulla

Nucleus ambiguous

Nucleus retroambifualis

S e

Spinal Cord



1970-1980 : Organisation du réseau
par identification des sites de
projections

—

300upV

+

a) histogramme de A1 p e 100Hz A2
fréquence de PA a o
extracel. du neurone b.

+:B(JO,uV

sSmV bﬁ\/—/\ﬂ

3ms

b

+
S50uV

c) Potentiel

) . C
intracellulaire

d) nerf phrénique d

=

* Technique du Spike-triggered averaging (STA). Chaque PA
extracelllulaire de b (en A2a) va déclencher une réponse
dans le neurone enregistré en intracellulaire (en A2b). Le

type de connexion est ainsi révélé.
Ezure et al., 1989



1970-1980 : Organisation du réseau
par identification des sites de
projections

B1 ., L 1ooHz B2
I-Dec a_:'L"TH. fh'l"’h ’MIL‘!.. i

0 }lﬁ
“300uv 4 —
+
+ f

5smv D

300uV
+

+

Inspi 100uV

3ms

Ezure et al., 1989



1970-1980 : Organisation du réseau
par identification des sites de
projections

, * Technique de la collision
PA spontané PA évoqué antidromique (Fedorko et
al., 1989) entre deux
neurones respiratoires.

s * Ici un neurone du complexe
du Botzinger et un neurone

\ e * . _
PA absent
Collaisif;n bat controlateral du Noyau
: \ rétroambigu.

1 * On stimule le neurone du
Artéfact rétroambigu et on enregistre
de stim la réponse du neurone du

Botzinger

2ms



1970-1980 : Organisation du réseau

par identification des sites de
proiections "

EE Panr 50
Extracellular 1 N=1024
recording of
IBSN

3 St

10 mVI , ¢

Intracellular
recording of
PhMn

N=512

N:256

N-128

107

Diaphragm |},
EMG

On utilise chaque PA extracellulaire en IBSN pour déclencher le moyennage de la réponse
intracellulaire du motoneurone phrénique

Le PPSE est extrait du bruit de fond par stimulation successives (additions-moyennage des
signaux) — Monteau et al., 1985



Activité inspiratoire et expiratoire au sein des
régions bulbaires

CN IX and X Intermediate
(larynx, pharynx) VRG
(NA and NPA)
CN V (open mouth)
""""""""""""""" Caudal
CN VII (flare nostrils) VRG
""""""""""""""" (NRA)
\ / CN XI (other muscles)
| r ~  Spinal
U l cord
» w‘.\‘ Phrenic W insciiat :
.'kq (diaphragm) DAoLy GLip |
K B Expiratory output J ’
FAINE
& ’l\k‘ Spinal nerves Spinal nerves (»-/I' ' 1 |

(external inter-
costal muscles)

LA
Sorties motrices inspiratoires

(interal inter- | ) f

costal and J L7
abdominal ‘ oY | |
muscles) Gamm

Sorties motrices expiratoires



1980...Enregistrements
intracellulaire

TECHNIQUES D'ENREGISTREMENT INTRACELLULAIRE
LA MICRO-ELECTRODE

mA (>

Dispositif d'enregistrement

(10 pads

électrodes
stimulatrices

@

fibhre
FEeryeuse

el et e? : électrodes

. : 1. déepolarisation
receptrices

2. repolarisation
3. hyperpolarisation



1980...Enregistrements
intracellulaire

A) early-1I neuron

B) ramp-I neuron




Le réseau respiratoire bulbo-pontique
Les neurones respiratoires

‘Inspiration | Expiration | Inspiration: Expiration : Inspiration:

* Classification simple :  * I

* Neurones | : déchargenten ¢ T
Insp l
phase avec Ie nerf C PHRENIC NERVE ACTIVITY

phrénique ‘
* Neurones E : déchargent . .

pendant la phase de silence D INSPIRATORY-RAMP NEURON

du nerf phrénique " W
* Neurones transitionnels :

déCha I“gent entre deux E EARLY-EXPIRATORY NEURON

phases respiratoires WW
Vi




Ins. Expi. Ins.
PHRENIC NERVE ACTIVITY

Activité des neurones pendant le ™ " 4
cyCIe respiratOire "‘lNSPIgATORY RAMP NEURON

« Type de décharge différents

» Moment d’activité différents EARYLY INSPIRATORY NEURON

» Trois types fonctionnels de neurones
— L
CONSTANT INSPIRATORY NEURON
* 1) Neurones prémoteurs Bulbospinaux
projettent sur les corps cellulaires des:
« MN/IN de la moelle épiniere cervicale,
thoracique et lombaire qui innervent les T
muscles respiratoires \L
. 2) IN,Propr|obu_Iba|res . relaient les S ——
entrées sensorielles vers
+ D’autres MN
* Les neurones bulbospinaux
==
EXPIRATORY RAMP NEURON
* 3) MN de nerfs craniens : branches du [l
vague + facial qui projettent vers les R _
muscles des VAS.

Ins. Expi. Ins.



1990...Enregistrements en Patch-
clamp in vivo

TECHNIQUES D'ENREGISTREMENT INTRACELLULAIRE
LA MICRO-ELECTRODE

Four Basic Patch-Clamp Recording Configurations

’-----—\

Recording I Wholecell 1

Plpette I (All channels recorded s'nullaneouslv)
|
Cell-attached :
(Single channel recordings) 1
l | =
—— \ Outside-out

(Single channel recordings)

Inside-out
(Single channel recardings)

n



Enregistrement
electrophysiologique en patch-

I [ ] (]
C a rnepon QCMgl v?eeling onto a Gig{} Seal Break Through &

(Bridge balanced) VRG Neuron Forming (1.2Gig{2) Neuron Recording




1980...Enregistrements

intracellulaire
1990.. Enreglstrements en Patch-

C) post-1 neuron

re’n‘:’wmques D’ ew&ecusr&smem INTKAC(LLULNKE
LA MICRO-ELECTRODE

Intracelluaire et
Courant-imposé

1 ]
i

1 1 —
1 |
1 |
I~m Patch et
V"{\ i | entrant Voltage-imposé
i
|
HP: -75 mV 1 HP: -75 mV
Sl dp PN iy
1 1
|
|
”“\ M“!L_. L




Rythmogenese —
Le RRB... Comment ¢a marche ??

* Propriétés intrinseques des neurones du
réseau : canaux ioniques sur la membrane des
neurones et comment ils affectent la réponse
du neurone lors d’entrées synaptiques

* =» inhibitions réciproques
e Pas besoin de neurones pacemakers

il




Déterminants du Rythme Respiratoire

Propriétés intrinseques : les
plus simples des générateurs
rythmiques sont les cellules
pacemakers

Les pacemakers respiratoires
existent-ils??

Proriétés de réseau: genese
d’un rythme sans pacemakers Sl le
circuit neuronal contient des

inhibitions réciproques—ex entre
DRG & VRG

Débat: Quel modele ?
Réseau, pacemaker ou
hybride ? Etat-dépendant ??

Inspiration Expiration Inspiration Expiration glnsplrationg

B & (B B
l‘—”_ JIIJ“J\/‘ JIIJUH] 5

e

Late-onset
inspiratory



Les NRB sont soumis a des PPSI pendant leur phase
de silence (= propriétés de réseau)

Post-synaptic membrane

Cl- Cl-




Les NRB sont soumis a des PPSI pendant leur phase
de silence (= propriétés de réseau)

DC, 0 nA
{control}

|
[
|
|
1

PPSI inversée

DC, -7-2 nA
N (hyperpoiarized)

238

Inhibitions réciproques entre neurones respiratoires bulbaires
Inhibitions GABA et/ou Glycine
Les propriétés de réseau existent chez I'adulte



Courants membranaires de bases
pour une oscillation spontanée

Potentiels d'action

@ kCa =N\
CCVD



Niveau intracellulaire de calcium et activité des
NRB (= propriétés intrinseques)

. " 5
COK CO,K  COK COK rlko O)\I
C82+ K{Q Q\‘—)
O O T O Ca2' O
S I 0O 0
b S

BAPTA BAPTA-Ca complex




Niveau intracellulaire de calcium et activité des
NRB (= propriétes intrinseques) : 1K,

Control




Courants calciques voltage-dépendants dans les
NRB in vivo; adulte




Courants calciques voltage-dépendants dans
les NRB in vivo; adulte

Rebond de fin d’inhibition...
B, B, B,

A ...et pendant la bouffée d’activité

A) Control (TTX, TEA) C) Peak currents
70 -60 -50 40 -30 -20 -10 0 Vp/mV
I T T T T T L 1

Propriétés intrinseques des
neurones respiratoires q
bulbaires : patch-clamp in vivo . j

<400

" Ig/pA
B) Cd2+-Block D) Sustained currents

ot men - 70 60 50 -40 -30 20 -10 0 Vp/mV
B o -~ 3 0
¢ 100
200

Im/pA




Déterminants du Rythme Respiratoire chez I’'adulte

lnaplratlon Explulllon Inaplratlon Expiration lneplratlon

* Les propriétés

membranaires intrinseques :
* Ik(ca)
- CCVD

* Les entrées synaptiques :
Early- Late-onset
* GABA inspiratory inspiratory

neuron neuron

-1/ L;J\_ AN



Propriétés de réseau et propriétés intrinseques
cohabitent dans le RRB de | ‘adulte

' (3) Reciprocal inhibition
Early-| o GLY, GABA ,, GABA
neuron a(a, decrease
gCa (LVA) deinactivation
gNa, K{H)
PNA l-""—h_- L-—_._
T //\\
MP gé Termination Disinhibiton
g5
5my f=th aCy depolarization
gK (Ca)
Oscillatory
P! g mechanisms
neuron  MP :;; ‘gsé
5 my s Modulation Trigger
gK (M) gCa (LVA)
gk (Ado) gNa, Ca {TTX)
9K (ATP) Burst discharge
) AN gNa (HH) -
N _ gNa (p}
o gCa (IVA)
. gCa (HVA)
= gCAN
2




Existe-t-il des pacemakers?

* = Approche réductionniste a développer
* Pourquoi?

* Déf: isolé de toutes entrées synaptiques, un tel
neurone présente un rythme spontané de son
potentiel de membrane

Tronc cérébral-Moelle épiniere isolée
Tranche coronale bulbaire



Tronc cérébral-Moelle épiniere isolée

* Avantages?
* Limites?

A Superfusion . Perfusion
ya

Recording

Basilar
artery

Veriebral _|
artery

|
Stimulation X, 10 Hz i0s



1991...Spontaneous rhythmic
brainstem slice..Smith JC

Pre-Botzinger Complex: A Brainstem Region That

Tranche bulbaire

May Generate Respiratory Rhythm in Mammals

JEFEREY C. SMITH,* HOWARD H. ELLENBERGER, KLAUS BALLANYI,
DierHEIM W. RICHTER, JACK L. FELDMAN

SCIENCE, VOL. 254

Rostral ——1 23 4 5 6 7 8 8 10 11-=Caudal

E WI] M

BoulnguCunlu t 1

2
‘‘‘‘‘

* Raton PO-P8
* TC-ME isolées

(a gauche) ‘s' ' '
* Tranche x
rythmique de £ -.'H_'—
tronc cérébral “"”—”-\ c
(a droite) o ats . = R




(@)
Offactory bulb

Site of forth ventricle

(b)

— ' > Cut direction

Agar block




Avantages?
Limites?

W Activité de masse du nerf XlI
' et de son pool de MN

AR N PECHE . adh sl N
IA"'.‘," "_?';‘ > AR
Activité de masse du PBC WL 25 o
et patch-clamp de neurone du PBC” . f - |}
:: "\ \I\ ﬂ\'(h o \'l w 62 ITIV

S B
SN /'-__ B

a



Expiratory neuron Inspiratory neuron

s Mol AN

i

Medullary activity can be identified:
“Fictive eupneic activity”

In Vivo* ’ i l IN“ I'l“ ”]
MW . ‘
RO g Y iy 8

10mV

... -60mV

PNy

In Vitro*




Existe-t-il des pacemakers?

\2)

Rythmicité continue en
présence de:

Strychnine et de
bicuculline

Ccon???



Important Respiratory Control Sites
in the Mammalian Brainstem

PONS 4th

ventricle

MEDULLA

SPINAL
CORD

Ventral Respiratory Group

Nucleus of the Solitary Tract
Phrenic
Nerve

/
N
Diaphragm



Le pré-Botzinger in vivo

* Chat anesthésié
* Bivagotomisé
e \Ventilé artificiellement

LRN

Q::QQQ}{EB Ctmm
@V/
+2:6 - 2-8 mm

Triangles blancs: injections inefficaces

w842 mim
OBEX

+§d135nnn

Coordonnées par rapport a 'obex

Triangles noirs : injections efficaces

Triangles banc et noir: injections a effets retardés



Le pré-Botzinger in vivo

Contral

Control B Slrychnine in hilateral BPG
a PN

05 mv

/ * Injections bilatérales \ /- Injections bilatérales\
A

100 %
PN, | : ] |I | Cod i
[ A A A
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\ = Pierrefiche et al., 1998
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Respiratory activity

Bilateral lesion of the pre-Botringar region

hug.

T

s s e g e e A P M Rl P s B ]

Gasping during hypoxia

M ﬂ |'h|
I 1 I
o Wl WI 1W

Le pré-Botzinger in vivo

* Abolir le PBC
n‘empéche pas l'activité
en gasp d’étre générée
sous l'effet d’une
hypoxie sévere

e =» gasp est produit
ailleurs

* =» gasp est du a des
pacemakers

Pierrefiche et al., 1998



Criteres d’identification de
neurones pacemakers % in vitro

A 8mM [K'],

f PBC /\\V/\m/ww * A) Controle

Neu J J‘ ﬂJmV * B) Aprés isolement
Sy~ synaptique

B 8mM [K'], + CNQX + CPP+ Bicuculline + Strychnine ° CNQX?

s * CPP?

* Bic?
bl } e Stry?

57mV

() 05nA, 80ms



Criteres d’identification de neurones
pacemakers 2/2 in vitro

* Une fois isolé:
C 8mM [K'], + CNQX + CPP+ Bicuculline + Strychnine

Nlr r r " | ﬂ i r * Une dépol doit
v UL , | accélérer le rythme
STmV - ELT .
u)mm\ 4s
Current — B

NJ ‘r, F "l * Une hyperpol « reset »
’; | 11
| | L le rythme

STmV ===== L—XWA/J




Des neurones peacemaker dans
le PreBotzinger

Role of Inspiratory Pacemaker Neurons in Mediating the Hypoxic
Response of the Respiratory Network In Vitro

Muriel Thoby-Brisson and Jan-Marino Ramirez

Inspiratory neuron Inspiratory neuron
1-Control 1-Control
| :ToR T | JUDS ), DRGPGTON  \PURBURY , NSRITGH o WPREIIVE ) RSRGOPY  UO8 PBC it —— A A N NG N

s WU = )



Des neurones pacemaker dans le
PreBotzinger

Role of Inspiratory Pacemaker Neurons in Mediating the Hypoxic
Response of the Respiratory Network In Vitro

Muriel Thoby-Brisson and Jan-Marino Ramirez

A- Non-Pacemaker Inspiratory neuron B- Pacemaker Inspiratory neuron
1-Control 1-Control
PBC int MF\MW\M PBC int e NS
Inspi ‘\H | " ” nspira | | .
OmVe e m | \ L s 6mV- 2L (e L~ \ \ '
2-Isolated (CNQX) 2-Isolated (CNQX)
PBC int PBC int |
Inspiratory | Inspiratory JH }” WN rkjhj J»
ncurz:mv.l neur(_)ﬁr;mv- ---‘.»-J’ LW’ \ I\/w |20 mV
3s




Des neurones pacemaker dans le
PréBotzinger: réponse au manque d’02




Des neurones pacemaker dans le
PréBotzinger: réponse au manque d’02

Recovery
R (10 min)

““““““““ WIMIMWU Jmm

1- Control, 20 s 2- Augmentation, 90 s 3- Depression, 150 s

Ly Ahmwfrlt LU




Le courant transmembranaire |h
est présent dans les pacemakers

A- Type 2 follower B- Type 2 pacemaker |C- % of neurons
1- Control 1- Control :
Type2 W |10 0 Type?2 WW |1 g (i M e x | w, ™7 r=i8
56 mY P | s T £2mV ‘ ' A A g ‘
PBC int A =X PBC int ~/ e NN A - | 75
&
2- CNQX 2- CNQX Tl | % 5.
W Wen ML 8 ' 21
A \ \ ’ \ ‘S ‘]
55 mV Lmy - i v - k
v ‘ ‘Paccmakcr Follower
3- CNQX + cesium 3- CNQX + cesium == CNQX vs control
MO AR Seice
54 mV S my - o\ A e~ —1 nolh
TJZUm\’ MWW_]z()mv ‘
2s 2s




lh, un courant de neurones
pacemakers thalamiques

l, se désinactive




Activité pacemaker dans le GRD ??

A INDUCTION OF BURSTING ACTIVITY BY B BURSTING ACTIVITY IN INTACT BRAIN
TRH IN A BRAIN SLICE
100 Control Phrenic nerve (ENG)
AV,, “ ~ ‘
(mV) 50

Integrated phrenic nerve activity

0 “JLJV"‘NL‘""“V"‘"HP"’JMN

TRH (0.4 uM)
(Thyrotropin-releasing hormone)

100
Action potentials in inspiratory DRG neuron
(mV) 50
AV, 40
0 (mV)
20
0 1 2 3 4
Time (s)
0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Time (s)

Activité pacemaker. ENG, electroneurogram; AV, , membrane potential difference. A, from Dekin
MS, et al;. Science 229:67, 1985 dans une tranche de NTS; B, data from Richerson GB, Getting PA. Brain
Res 409:128, 1987.) Montrant l'activité équivalente dans un animal intact.

Neurones du Raphé (5HT) projettent dans le GRD (NTS) : libération de TRH+5-HT. Cette activité
pourrait contribuer a la genése du rythme ou I’adapter en régulant d’autres sites



Role d’autres régions? Les
noyaux du Raphé

Rhythmic activity
Hypoglossal in pre-Botzinger
nucleus complex...

...drives output
in roots of
Pre-Botzinger hypoglossal nerve.

complex




Le modele de tranche in vitro
spontanément rythmique...histoire
d’une petite controverse

*|) le rythme généré in vitro est-il de I'eupnée

* [1) les différentes activités rythmiques in vitro
sont-ils le reflet d’activités in vivo ??



Eupnée ou gasp 2777

A In vivo recording B In vitro recording

Phrenic nerve Nucleus Hypoglossal
"'[ -60 mV
| 20 mV

E ; ambiguus nucleus (N. XHl)
5s

W —— Pre-BotC

20 mVv

04s




Respiratory activity

Le pré-Botzinger in vivo

* Abolir le PBC
n‘empéche pas l'activité
en gasp d’étre générée

i ding o sous l'effet d’'une
i ﬂ hypoxie sévére

— Mt Svrcssesmne st

Bilateral lesion of the pre-Botringar region
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Le gasp apparait si on supprime le pont

A B Intact in situ preparation (3-phase pattern) C Reduced in situ preparation (1-phase pattern)
EIEP?Est)-I : E2 i '
A ) : s \. :
transetlz(tel\?gl |nsplratory§ : post-insplratory: \ Inspiratory [\ \
-------- . activity \J activity ' activity ~J |!
BotC g ; i ; : .
pre-BotC _— > '
>

Decrementing
pattern

Augrﬁentlng
pattern

Inspiratory 2s Inspiratory
activity activity
descending
aorta

Phrenic

Perfusion
pressure

perfusate

'
1
1
'
'
1
'
'
1
1
1
1
'
1
1
'
1
'
1

2
'
1
'
'

— —

Koizumi et al., 2016



La tranche peut meme souplrer...

.....................................................................

................ | ¥ Eupnea |

“« "wm; i MWWM

-..............l u..................................‘...u..................-n........:

In vitro measurements of the activity generated in the PreBotC

Bz Multiunit extracellular signal (PreBotC)
B1 .

% reoraed ‘Fictive eupnea” “Fictive sigh”
/7&6/ -3 Z /\ signa ﬁ <—
(" 7Amb - ‘
A é/élQ x;u\g, | N n
Z g2hin, §
"':\,_w ia\' preBotC l | el
lmmccll Lx
B3 (C Tent Cl np)
lmegrated ,

L Dl 'ML.l..i&MM&MM’MMlLMW




Neuronal activities in the preBotC resemble
respiratory activities in vivo

Alh I
% |
< A l
I
Sigh | .
. Fictive Ictive
Gasping : gasping fisigh
I
I
I
I
Eupnea : Fictive eupnea
0

Respiratory Activity Neuronal Activity



Soupir..Le mécanisme

De chaque co6té du tronc
cérébral, un marqueur
fluorescent révele les deux
réseaux de 200 neurones qui
contrélent le réflexe du soupir
chez la souris (©Krasnow
lab/Stanford).

neurobiolc~ir i~

freath A\ Sigh
/\

/‘/" \
/\\.//\ ,/’v ’,".'ll \\ i ) /f\\-

e N\
vIRT YR

N \
) iOia ,.r\_//\v/ NN\
VRG Dia *—“’ . iy

AiCe __~—

c <NMB

_,

@ NMB neurons {~2( @ NAEBR® neurons [-40)

> GRFR" and NMBR" neurons (-50

@ GRP neuron 30 & GRFR’ neurons |-110) |

Del Negro et al., Nature Review Neuroscience 2018

* Chez la souris 2 centres controlent le soupir:

* Le premier groupe envoie du GRP (Gastrin-releasing
Peptide) et Bombésine (GRP) et Neuromédine B (NMB),

e ..ausecond groupe, qui, en réponse, déclenche le soupir.

* Sion empéche le premier groupe de neurones d’envoyer
le signal au deuxiéme, les soupirs n‘ont plus lieu.



...le soupir !!!

(o

DéfS: Expiration ou inspiration plus ou moins forte et prolongée
qui rétablit un équilibre respiratoire perturbé le plus souvent par
une vive émotion. Soupir de contentement, de délivrance, de
douleur, de gratitude, de regret, de soulagement

\

~

)

* Ou...Expiration prolongée qu’on laisse échapper sous l'influence
d’'un sentiment de tristesse, d’'une émotion, d’'une souffrance.

* QOu....forte respiration exprimant un sentiment, une émotion

* Ou...Respiration forte et bruyante que I'on pousse sous |'effet de
la douleur ou d'une émotion



Soupir.. Mécanisme
neurobiologique, suc reidman nature 2016

* Physiologie: les soupirs, (baillement ou rire),
représentent difféerents types de respiration dont
I'objectif est de faire entrer de 'oxygene dans les
parties profondes des poumons =» prévenir la
rétraction du poumon

* ...Les scientifiques cherchent maintenant a
comprendre le lien entre les émotions et le
meécanisme biologique du soupir.



Aspect translationnel de I'approche
in vivo: ex de l'apneuse

. Normal \[NWV‘/MA Sm.all
° Aryt h mies Unilateral

resp iratoires Cheyne-Stokes — W — W ll;?l;g;ral

) Supratentorial
chez 'Homme P
Cheyne-Stokes WW" Large
variant Unilateral
Large
Central neurogenic Bilateral
hyperventilation ’mm Partial

Large
Apneustic Bilateral

Midpontine

Ataxic .M__A—-—A__A_A_ Medullary

compression

Cheyne-Stokes ventilation. Central neurogenic hyperventilation occurs with a large pontine lesion, systemic hypoxia, or metabolic acidosis;
associated with brain stem tumors, lymphomas and astrocytomas, and metastatic disease. Apneustic breathing occurs with large bilateral
midpontine lesions. It has a very poor prognosis. Ataxic respiration is a pattern of irregular breathing in which shallow and deep breaths
alternate randomly with irregular pauses; associated with medullary compression, very poor prognosis.

http://www.neuroicu.info/respiratorycare.htm



Apneustic Breathing: A Characteristic Feature of Brainstem Compression in
Achondroplasia? Mador et al., 1990

EEG A et Ao i Sl g sl A b sl A AN [Pt i S NP i i st o iovtbogtion|

ECG

Rib cage ~—
Abdomen /\/\/\/M

5s

“..apneustic breathing in five patients with achondroplasia (Nanisme d'origine
héréditaire et congénitale). In contrast to experimental models of apneusis, these
patients appeared to have intact vagal function and no evidence of pontine disease.
However, all our patients displayed clinical, structural, and electrophysiologic
features of cervicomedullary compression, a well-recognized complication of
achondroplasia..; apneustic breathing was reduced in the majority of our patients

following decompressive surgery...”



Apneustic Breathing in Man ; PLUM, et al., 1964

“.apneustic breathing in two adults, both of whom had lesions destroying the dorsal-
lateral pons rostral to the trigeminal nerves. Neither patient had lesions involving vagal
pathways or medulla oblongata. Since these humans did not have the combined pontine-
vagal lesions associated classically with apneusis in animals,?* their findings prompted us
to re-examine traditional concepts of central respiratory control.”

Clinical reports of respiratory abnormalities following the 1919-1921 influenza-encephalitis
pandemic include descriptions of inspiratory breath holding, which may have been
physiological apneusis. Apneusis has been described in a premature infant with medullary
hemorrhages.”



Aspect translationnel de I'approche
i n Vivo : ex d e I’aeptmguesegor activation suppresses respiratory

apneusis in the cat. Lalley PM, Bischoff AM, Richter DW.
Neurosci Lett. 1994 May 19;172(1-2):59-62.

 Chez le Chat i’t‘ WY 'IUH Rk H.I||HH||I_1 “UM

anesthésié

° 8_OH_DPAT B 8-OH DPAT, 10 ug / kg iv

" MMMMMW I




Treatment of apneustic respiratory disturbance with a serotonin-receptor agonist.
Wilken B, Lalley P, Bischoff AM, Christen HJ, Behnke J, Hanefeld F, Richter DW.
J Pediatr. 1997 Jan;130(1):89-94

A
M M M M M
Fp2-C4 W\—www-_,—m}’\" f
Fp1-C3
~
68 5. Apneusis N
B M M M 10s
Fp2-C4 %#WWMM Phiey A
Fp1-C3 WM” K”“‘HW R St

Resp. —\

10s

N / day _
8 4 Buspirone
Apres chirurgie d’'un 2 1.5mg
Astrocytome dans le pont § 6 . ) l
] - ..
@ u
Buspirone = Ago 5-HT1A % 4 .
D 8MY 12 mg
s U
2 4 v-—a\\'




Conclusion

* 'approche in vivo reste essentielle pour:

|dentifier les substrats neurobiologiques d’'une activite
neuronale strictement organisée

LU'observation de certains indices physiologiques

A chaque fois que I'expression de |la fonction nécessite
une large part de l'organisme !!

Etudier les boucles de régulation d’'une fonction
Faire le lien entre in vitro et in vivo
Constituer une étape avant une application clinique



