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Mesure simultanée

des dynamiques neuronale et
vasculaire chez ’animal mobile

Lim-Anna Sieul?, Antoine Bergelu, Elodie Tiran?, Thomas
Deffieux®, Mathieu Pernot?, Jean-Luc Gennisson?, Mickaél

Tanter?, Ivan Cohen!

> La communauté scientifique prend
progressivement conscience de I'im-
portance d’aborder les questions de
neurophysiologie par le biais d’ap-
proches globales qui puissent capturer
de fagon concomitante le traitement
neuronal de I’information et les activi-
tés métaboliques du tissu nerveux. Les
mécanismes fondamentaux impliqués
dans le fonctionnement dynamique des
réseaux neuronaux et leurs dysfonc-
tionnements pathologiques ne peuvent
étre déchiffrés que par leur intégra-
tion dans un contexte plus global :
celui du codage de I’information par
les neurones et de la bioénergétique
des tissus reposant sur I’irrigation
vasculaire [1]. €n fait, les multiples
rétroactions entre les activités élec-
triques et métaboliques représentent
la regle plutot que I’exception. Jusqu’a
récemment, ces deux facettes du fonc-
tionnement cérébral n'ont été abor-
dées séparément que par manque de
méthode appropriée pour accéder a
une vision globale. Ceci a donc motivé
le développement de stratégies expé-
rimentales mesurant simultanément
ces différents parameétres dans des
conditions naturelles.
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€quilibre et déséquilibres
neuro-métaboliques

Afin d’explorer le cerveau sain, il est
possible d’utiliser des techniques d’ima-
gerie cérébrale mesurant le métabo-
lisme et identifiant ainsi, de fagon non
invasive, les aires cérébrales activées
par la réalisation d’une tdche cogni-
tive. Ces mesures indirectes de I’activité
neuronale reposent sur le fait que la
genese de potentiels d’action dissipe
les gradients ioniques de part et d’autre
de la membrane cellulaire du neurone,
et que les pompes transmembranaires
qui rétablissent ces gradients consom-
ment de ’ATP. Lorsqu’une aire cérébrale
est activée, une telle consommation
énergétique provoque, avec un délai de
I’ordre de la seconde, une vasodilatation
des artéres afin de fournir un surplus
de glucose et d’oxygene. Ce mécanisme
neuro-vasculaire, nommé « hyperémie!
fonctionnelle » ou couplage neuro-
vasculaire, constitue ainsi une mesure
dynamique des activités cérébrales a
travers I’ensemble du cerveau.
Réciproquement, un déséquilibre
entre I'activité des neurones et le

! Augmentation du flux sanguin dans une zone de I'organisme.

métabolisme tissulaire est associé a un
nombre croissant de pathologies. Des
défauts de perfusion cérébrale brusques
et localisés provoquent des pertes de
capacités cognitives spécifiques (une
perte de production de la parole, ou
aphasie, lors d’un défaut de perfusion
de I’aire de Broca par exemple), tandis
qu'un défaut chronique et diffus est
associé aux démences. Plus récem-
ment, il est apparu que la maladie
d’Alzheimer débute par un défaut de
couplage neuro-vasculaire, altérant la
barriere hémato-encéphalique et dimi-
nuant la capacité a éliminer le peptide
béta-amyloide [2,
3] (=9).

Un autre exemple de

(=) Voir la Synthése
de F. Gosselet et al.,
m/s n° 11, novembre
déséquilibre entre 2011, page 987
activité vasculaire

et activité neuronale est I’épilepsie.
Toutes les épilepsies sont liées a une
hyperactivité neuronale. Or on sait éga-
lement qu’un bas débit sanguin cérébral
provoque des convulsions. Plus récem-
ment, dans un modéle de crise convul-
sive, il a été montré que I'inhibition de
I’enzyme lactate déhydrogénase, pivot
de la régulation métabolique, bloque
les crises [4]. Pour les épilepsies avec
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Figure 1. Préparation chirurgicale d’un rat
pour EEG-fUS. La calotte osseuse est résé-
quée, suivant la ligne pointillée rouge en
vue de dessus, et remplacée par une pro-
thése plastique perméable aux ultrasons.
Aprés quelques jours de récupération, trois
écrous sont disposés autour de la fenétre
pour fixer la sonde ultrasonore. Le support

de la sonde est motorisé, mais le poids

total n’empéche pas le mouvement de I'animal. U'échographe relié a la sonde produit un plan image du réseau vasculaire, dont on estime en

chaque point les variations de flux sanguin par rapport au niveau moyen. €€G : électroencéphalographie ; fUS : imagerie ultrasonore fonctionnelle

(adapté de [10]).

absence?,ilaétédécouvertquelescrises
sont régulées par le neuropeptide Y
qui est a la fois vasoconstricteur et
angiogénique [5].

Concilier EEG avec IRM

ou mesures optiques

Afin d’aborder des questions au niveau
global neuro-métabolique, un dévelop-
pement technique complexe a consisté
a adapter I’électroencéphalographie
(€€G), permettant d’enregistrer 'activité
électrique a la surface du crane, pour
la rendre compatible avec I'IRM (ima-
gerie par résonance magnétique) [6].
L'IRM fonctionnelle (mesurant le signal
BOLD, blood-oxygen-level dependent)
estime la distribution sanguine en se
basant sur I"aimantation de I’hémo-
globine [7]. Sa sensibilité et sa réso-
lution augmentent avec I'intensité du
champ magnétique utilisé. Cependant,
les mesures obtenues sont difficiles a
corréler directement avec un enregistre-
ment électrique neuronal, car les champs
magnétiques intenses utilisés par I'IRM
génerent des courants électriques
induits qui brouillent la détection des
activités électriques physiologiques de
faible amplitude. Des appareils €EG spé-
cifiques ont donc été développés pour
limiter au maximum les artéfacts causés
par le champ magnétique. Appliquée
au singe, cette technique a permis, par
exemple, de montrer que les événements

€EG sharp wave-ripple®, supposés aider
la coordination entre aires cérébrales,
correspondent a une large activation
du néocortex et du cortex limbique, et
a une inhibition du diencéphale et du
mésencéphale [8]. Cette approche a
cependant ses limites. Outre la difficulté
technique, sa sensibilité est limitée,
imposant de moyenner de nombreux évé-
nements sans discerner leur variabilité.
De plus, I'IRM est un appareil massif,
nécessitant un approvisionnement per-
manent en hélium, dont la disponibilité
reste limitée. Enfin, si 'immobilité du
sujet dans I’IRM est une nécessité a
laquelle il est possible de répondre par
sédation chez le rongeur et par conten-
tion chez le primate (tout en maintenant
la mobilité des membres supérieurs),
elle limite cependant considérablement
I’éventail des expériences possibles.

Une approche alternative consiste a
utiliser I"imagerie optique pour obser-
ver les activités vasculaires cérébrales.
En effet, I’oxy-hémoglobine est rouge,
alors que la déoxy-hémoglobine est plus
proche du bleu. En mesurant le spectre
d’un faisceau lumineux qui diffuse a
travers un volume de tissu, on peut
donc estimer son irrigation et le niveau
d’oxygénation du sang. Cependant,
cette approche est limitée par la forte
diffraction de la lumiere dans le tissu
nerveux, liée aux forts écarts d’indice
optique entre le milieu extracellulaire,

% Décharge épileptique associée a une altération de la
conscience d’environ 10 secondes, une « absence » durant
laquelle le regard devient fixe et aucune réaction n’est
observée.
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% Les sharp-wave ripples (SPW-R) sont des événements élec-
trophysiologiques, spécifiques de I’hippocampe, composés
d’ondes de grande amplitude associées a des oscillations
rapides.

essentiellement aqueux, et les multiples
compartiments contenant des tissus
gras, comme la myéline. Des variations
métaboliques sont observables a la sur-
face du cortex, en enlevant un volet
osseux dans le crane. Cette approche
a permis par exemple d’observer, chez
le rat, comment un foyer épileptique
provoque un afflux sanguin au détriment
des régions voisines [9]. Cette approche
est facile a combiner avec des enregis-
trements €€G, relativement accessible,
et permet éventuellement I’étude d’ani-
maux mobiles. Le volume exploré par ce
type d’imagerie se limite toutefois a la
surface du cortex.

€EG et imagerie ultrasonore
fonctionnelle (fUS)

L'imagerie vasculaire cérébrale par
Doppler ultrasonore ultrarapide pos-
sede des atouts permettant d’étudier
IPanimal éveillé mobile. Elle présente
une excellente sensibilité grace a un
échographe ultrarapide permettant
de réaliser plus de 10 000 images par
seconde. Elle permet de détecter des
fluctuations du débit sanguin 50 fois
plus faibles que sur les échographes
conventionnels. Avec cet échographe
ultrarapide, un plan de 200 microns
d’épaisseur peut étre observé avec une
résolution de 100-120 microns, jusqu’a
une profondeur de 15 mm depuis la
surface du cerveau, ce qui est suffisant
pour étudier I’étendue dorso-ventrale
du cerveau du rat adulte. €n combi-
nant 200 images consécutives, on peut
estimer en chaque point de I"image la
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Figure 2. Navigation spatiale et crises épilep-
tiques. Les plans d’imagerie, coronaux, sont
indiqués sur les vues de coté du cerveau dans
les encadrés. A. 'animal court d’un bout a
I’autre d’un couloir de 2 métres pour trouver
de 'eau. On enregistre I’EEG de I"hippocampe
au rythme théta (6-9Hz, associé au traite-
ment de I"information spatiale) et la position
de I’animal. Par fUS, on image un plan fixe
incluant I"hippocampe, pendant les périodes
de mobilité (boites rouges). Les séquences
d’images sont alignées par rapport au moment
ot I"animal passe au milieu de la piste, au
maximum du théta. La série d’images montre
la variation de volume sanguin pour des inter-
valles de temps de allant de -1s a +3s. Hippo-
campe, cortex somatosensoriel (codant pour
les informations provenant de la surface du
corps) et thalamus dorsal sont activés, alors
que le thalamus ventral est hypoperfusé. B.
Crises d’absence spontanées chez le rat GAERS

(genetic absence epilepsy in rats from Stras-

bourg) éveillé, un modele d’épilepsie absence [11]. La sonde enregistre chaque plan pendant une dizaine de minutes, tandis que des électrodes

corticales a droite et a gauche détectent les crises généralisées. La comparaison des images prises pendant ou entre des crises révele que les

crises sont associées @ une hyperactivité du cortex somatosensoriel et des aires thalamiques, tandis que des aires corticales voisines et le striatum

présentent une vasoconstriction. £€G : électroencéphalographie ; fUS : imagerie ultrasonore fonctionnelle (adapté de [10]).

quantité de particules échogénes en
mouvement, autrement dit les cellules
sanguines, et particulierement les glo-
bules rouges. Leur concentration étant
homogene, la mesure indique le volume
local du réseau sanguin, qui est norma-
lisé par rapport a un niveau moyen sur
une période de référence. Mis a part les
effets liés au battement cardiaque, les
variations se produisent sur une échelle
de temps de I'ordre de la seconde. La
distorsion des ultrasons par la volte
cranienne impose de s’affranchir de
la barriere osseuse. Pour la mise au
point, nous avons réalisé des expé-
riences aigués sur le rat, au moyen d’une
trépanation. Pour conserver largeur et
profondeur du champ d’observation,
augmenter la durée d’expérimenta-
tion ainsi que I’éventail des protocoles
expérimentaux, la calotte cranienne est
maintenant remplacée par un film de
polymeére [10]. Un systéme mécanique
permet d’attacher une sonde minia-
turisée sur la téte et de la déplacer a

m/sn® 8, vol. 32, mai 2016

distance a I’aide d’un moteur (Figure 1).
Le volume ainsi accessible comprend le
systéme nerveux central situé entre les
bulbes olfactifs et le cervelet, qui inclut
cortex, thalamus et hippocampe.

Les avantages de la méthode ultraso-
nore sont significatifs par rapport aux
autres techniques d’exploration fonc-
tionnelle. La sensibilité est fortement
accrue puisqu’on peut suivre en direct
I’hémodynamique fonctionnelle, dans
toute sa variabilité. La sonde étant
d’une taille de ordre du centimetre,
avec un cdble souple pouvant atteindre
2 metres, I'animal peut bouger la téte
et se mouvoir dans un environnement
de test comportemental. Les ultrasons
ne perturbent pas le champ électroma-
gnétique généré par 'activité cérébrale,
permettant des enregistrements simul-
tanés de I’€EG sans artefact et avec
du matériel standard. Enfin le colt et
la maintenance de I’équipement sont
largement inférieurs a ceux de I'IRM et
comparables aux approches optiques.

Lapproche globale neuro-métabolique
au moyen de I'€EG couplé au fUS permet
notamment d’étudier I'activation des aires
cérébrales dans des taches de navigation
spatiale, en relation avec les activités
rythmiques détectées par I'€EG et asso-
ciées a la mémoire spatiale (Figure 2A).
'absence de sédation permet de s’inté-
resser a des pathologies qui y seraient
sensibles, comme les épilepsies (Figure
2B). Les prochains développements tech-
niques, tels que I'imagerie simultanée
de plusieurs plans ou le couplage aux
techniques optiques grace a la fenétre
transparente, devraient aider a aborder
avec une efficacité accrue les questions de
codage neuronal de I'information et des
pathologies neuro-vasculaires. ¢
Simultaneous recording of neuronal
and vascular dynamics in mobile
animals
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De nouveaux types cellulaires
identifiés par séquencage
haut débit sur cellule unique

Stanislas Quesadal™3, Philippe Jay!™®

> Une récente étude [1] a permis de
mettre a jour de nouveaux types cellu-
laires au sein de I’épithélium intestinal.
Au-dela de son intérét en physiologie
digestive, ce travail princeps ouvre une
voie nouvelle dans la caractérisation de
I’identité cellulaire qui pourrait se révé-
ler féconde tant en recherche fonda-
mentale que pour la meilleure compré-
hension des processus pathologiques.

L’épithélium intestinal :

tissu complexe et outil de recherche
L’épithélium intestinal constitue la
principale interface de I'organisme
avec son environnement extérieur. Sa
surface totale atteint les 200 m?. I
s’agit du tissu disposant du plus haut
taux de renouvellement de I'organisme,
avec un cycle de renouvellement de 3 a
5jours [2].

Au niveau de I'intestin gréle, I’épithé-
lium présente une structure en cryptes
et villosités (Figure 1). Les cryptes qui
sont des invaginations dans le stroma
sous-jacent, constituent le compar-
timent de prolifération. Les villosités,
qui sont des protrusions dans la lumiere
intestinale, ne portent, quant a elles,

m/sn® 8, vol. 32, mai 2016
DOl :10.1051/medsci/20163205007

que les cellules différenciées exergant
des fonctions particulieres. Le renouvel-
lement de I’épithélium s’effectue selon
un schéma en tapis roulant, du fond des
cryptes, ou se concentrent les cellules
souches, jusqu’a I’apex des villosités ou
les cellules différenciées se détachent
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coupling and uncoupling during ictal onset,
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par exfoliation. Les cellules souches
donnent naissance a des cellules pro-
génitrices. Ces cellules proliféerent de
maniere trés active au niveau du com-
partiment d’amplification transitoire,
dans les parois des cryptes. Les cel-
lules produites cessent de proliférer et
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Figure 1. Structure de I’épithélium de Uintestin gréle et différents types cellulaires.
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