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Résumé

L’oropharynx est un conduit commun pour 1’air et la nourriture. Il est mobilisé par les
muscles des voies aériennes supérieures. Le controle nerveux de la langue et du pharynx lors
de la respiration, la déglutition et la succion dépend de générateurs centraux situés dans le
tronc cérébral. Quels sont les mécanismes mis en jeu pour moduler et controler I’activité des
mémes muscles au cours de taches motrices distinctes ? Quelles structures nerveuses
permettent de protéger les poumons lors de la déglutition ?

Nous montrons ici que la quipazine, un agoniste sérotoninergique, peut E&tre
administrée sur la préparation perfusée in situ de rat juvénile (P15-21) pour augmenter la
fréquence de déglutition et que cet effet est médié¢ par les noyaux du raphé bulbaire caudal.
Sur ce nouveau modele, nous avons examiné si les structures pontiques participent a la
commande motrice de la langue et du larynx lors de la déglutition et contribuent a la
protection des poumons. Apres transection ponto-bulbaire, la commande laryngée respiratoire
disparait, mais lors de la déglutition, la commande hypoglosse diminue et la commande
laryngée ne varie pas. Aussi, la 1ésion altére la coordination respiration-déglutition. Le pont
joue donc un role clé dans la protection des poumons. Certains motoneurones protruseurs de
la langue ainsi que de nombreux neurones de la colonne respiratoire ventrale déchargent lors
de la respiration et la déglutition. Ces résultats confirment le fonctionnement dynamique des
réseaux du tronc cérébral. La préparation in situ a €té développée chez le raton ageé de 6-9
jours et une activité de type succion a été observée. Le Thr4,Gly7-oxytocin (TGOT), un
agoniste ocytocinergique, augmente la succion et cet effet est aboli aprés ajout d’un
antagoniste des récepteurs a 1'ocytocine.

Ce travail fourni de nouvelles données intéressantes sur les mécanismes neuronaux
permettant le contréle moteur rythmique des muscles du carrefour aéro-digestif et représente
une avancée méthodologique importante.

Mots clés : Respiration, Déglutition, Succion, Langue, Pharynx, Réseaux neuronaux, Tronc
cérébral



Abstract

The oropharynx is a common passage for air and food and is mobilized by the muscles
of the upper airways. Brainstem central pattern generators elaborate rhythmic command
to the tongue and larynx during breathing, swallowing and sucking. What are the
mechanisms modulating and controlling the activity of the same muscles during distinct
motor tasks? What are the main structures involved in airway protection?

Here, we show that quipazine, a serotonergic agonist, can be administrated in the rat
perfused preparation to increase swallowing. The caudal raphe nuclei are likely mediating
this modulatory effect. Using this model, we examined whether ponto-bulbar nuclei
participate in the motor control of the tongue and larynx during swallowing and
contribute to reflex protection of the lungs. A ponto-bulbar transection disrupts the
laryngeal respiratory drive but does not alter laryngeal control during swallowing. Also,
the lesion decreases the swallowing hypoglossal activity and alters the swallow-breathing
coordination. Thus, the pons plays a key role in protecting the lungs. We show that some
motoneurons to tongue protrudors and many neurons of the ventral respiratory column
discharge during breathing and swallowing. These results confirm the dynamic function
of brainstem networks. Perfused preparations were also developed in 6-9 days old rat and
sucking-like activity was observed. The oxytocinergic agonist TGOT increases sucking,
this effect being abolished by prior administration of an oxytocin receptor antagonist.

This work provides new data on the neural mechanisms allowing rhythmic motor
control of the upper airways and represents an important methodological advance.

Keywords : Breathing, Swallowing, Sucking, Tongue and larynx, Neuronal networks,
Brainstem
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VAL : Voies aériennes inférieures

VAS : Voies aériennes supérieures

VEES : Evaluation vidéo-endoscopique de la déglutition
Vertebre C : Vertebre cervicale

Vertébre L : Vertebre lombaire

Vertebre T : Vertébre thoracique

VFSS : Evaluation vidéo-fluoroscopique de la déglutition
Vglut2 : Transporteurs vésiculaires de type 2 du glutamate

VNS : Stimulation nerveuse vagale
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Les travaux de recherches présentés dans cette thése concernent les réseaux neuronaux
du tronc cérébral impliqués dans 1’élaboration de diverses commandes motrices rythmiques

comme I’activité respiratoire, la déglutition ou encore I’activité de succion.

I1 s’agit d’activités rythmiques indispensables a la survie des organismes et engagées
dans le processus fondamental d’homéostasie, qui visent a maintenir les parametres vitaux
comme le taux d’oxygeéne ou de nutriments dans le sang artériel, dans les limites
physiologiques. Ces rythmes moteurs sont a la base des fonctions de nutrition chez les
mammiferes. Il n’est donc pas surprenant que les réseaux qui générent ces rythmes soient a la
fois robustes et flexibles. Leur mise en place au cours du neurodéveloppement est assurée par
de nombreux mécanismes cellulaires et moléculaires qui pour la plupart sont conservés au
sein du phylome. Les déréglements de ces réseaux peuvent étre a 1’origine de nombreuses
pathologies. Parmi ces derniéres, quelques-unes sont en lien direct ou indirect avec le travail
effectué dans cette thése. Nous pouvons citer ’aspiration pulmonaire, qui peut se caractériser
par un trouble de la coordination respiration-déglutition pouvant étre trés invalidant et
conduire a la mort, ou bien les troubles de la succion chez le nouveau-né qui mettent en péril
son développement, ou encore la mort soudaine inexpliquée liée a I’épilepsie lors de laquelle
les réseaux du tronc cérébral sont séverement touchés ce qui conduit a un arrét

cardiorespiratoire.

Le sujet principal de ma these, qui constitue donc le fil conducteur de ce manuscrit,
concerne le contréle nerveux de I’activité motrice linguale et pharyngée lors de plusieurs
comportements moteurs rythmiques. Avant d’expliquer au lecteur les tenants et les
aboutissants de ce travail et d’exposer le contexte précis dans lequel ces recherches ont été
effectuées, je tenais a effectuer quelques remarques générales. Ce type d’étude est assez peu

répandu et d’un abord plutét complexe pour plusieurs raisons.
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D’une part, il est évidemment nécessaire de s’intéresser non pas a une activité motrice
isolée mais a plusieurs rythmes moteurs. Contrairement a la respiration, les afférences
sensorielles sont essentielles au déclenchement de la déglutition. Le rythme de déglutition
spontan¢ est peu fréquent et trés inégal, et son étude nécessite un ou plusieurs modeles
expérimentaux permettant d’induire ce réflexe et de le mesurer de maniére plus stable.
D’autre part, la succion est une activité motrice transitoire puisqu’elle s’exprime
principalement en période post-natale. Son étude nécessite 1a encore d’avoir un modele
expérimental approprié¢. Enfin, pour pouvoir caractériser fonctionnellement ces activités
motrices et mesurer des parameétres pertinents a 1’échelle des nerfs ou des neurones, il est

nécessaire de déployer de bonnes méthodes d’analyse.

Au total, le travail présenté s’inscrit dans le domaine de la neurophysiologie
intégrative et tente, sur le plan fondamental, de mieux comprendre le fonctionnement des
réseaux du tronc cérébral lors de 1’exécution de plusieurs tadches motrices impliquant les
muscles des voies aériennes supérieures. Le contexte de ces études et aussi la diversité
thématique du travail présenté seront précis€s dans les paragraphes ci-dessous. Nous verrons
aussi comment les diverses notions importantes qui sont abordées dans ce travail ont orienté
le plan de ce manuscrit. De maniere volontaire, la plupart des références bibliographiques ont

¢té omises dans ce préambule afin d’en fluidifier la lecture.

Les voies aériennes supérieures constituent une voie commune pour l’air et les
aliments, elles représentent un véritable carrefour aérodigestif. Le premier paragraphe de
I’Introduction rappelle au lecteur comment le carrefour aérodigestif a émergé au cours de
I’évolution et ce que cela a entrainé¢ sur le plan neurophysiologique. La motricité oro-
pharyngo-laryngée repose sur des mouvements précis et coordonnés des muscles de la langue,
du pharynx et du larynx. Nous souhaitions donc détailler dans les chapitres suivants les

¢léments relatifs a 1’anatomie fonctionnelle et a I’innervation des voies aériennes supérieures
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et inférieures. Nos travaux s’intéressent au controle nerveux lors de la commande respiratoire
rythmique, mais aussi lors de la séquence motrice de déglutition ou de succion. Ils concernent
donc les réseaux neuronaux du tronc cérébral capables de générer une séquence motrice
complexe que I’on nomme « Générateurs centraux d’activités motrices » (ou CPGs). Les
chapitres suivants de 1’Introduction résument les connaissances sur les réseaux neuronaux de
type CPG, en illustrent quelques exemples puis détaillent le fonctionnement du CPG
respiratoire, puis celui du CPG de la déglutition, avant de s’attarder sur les mécanismes de la
coordination entre ces deux fonctions qui ont fait I’objet d’une attention particuliere dans ce

travail.

Je tenais a souligner ici que le travail effectué au cours de ma thése est en continuité
avec les recherches précédentes conduites par mon encadrant, le Dr Christian Gestreau. Ces
recherches ainsi que d’autres ont démontré que des neurones moteurs et prémoteurs du tronc
cérébral pouvaient étre actifs lors de plusieurs tdches motrices ce qui suppose 1’existence

d’¢léments partagés au sein de plusieurs réseaux (Gestreau et al, 1996; Gestreau et al, 2000;

Gestreau et al, 2005; Baekey et al, 2001; Roda et al, 2002; Roda et al, 2004; Davenport et al

2011; Ramirez et Baertsch 2018). Ces travaux remettent en cause 1’idée que les réseaux

moteurs du tronc cérébral sont des réseaux dédiés a telle ou telle fonction. Ils formeraient
plutot des ensembles neuronaux dynamiques. Ce mode de fonctionnement des CPGs chez les
mammiferes s’apparente a la plasticité fonctionnelle nommée « reconfiguration des réseaux

neuronaux » qui a ét¢ démontrée initialement chez les invertébrés (e.g.Mevyrand et al, 1994).

C’est donc dans ce contexte d’étude du fonctionnement dynamique des réseaux neuronaux du

tronc cérébral que s’inscrivent en grande partie les travaux entrepris lors de ma these.

Comme cela est détaillé dans I’Introduction du mémoire, la respiration et la déglutition
sont coordonnées et plusieurs mécanismes nerveux concourent a éviter que la déglutition ne

se produise lors de I’inspiration. Chez de trés nombreuses especes, la déglutition se produit a
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certains moments précis du cycle respiratoire, plus particulierement lors de la transition entre
la phase inspiratoire et la phase post-inspiratoire (pour les études chez le chat, voir Dick et al,

1993; Pitts et al, 2015; Horton et al, 2018). D’un point de vue mécanique, les cordes vocales

sont déja en adduction partielle lors de la phase post-inspiratoire. Il est donc possible que cet
¢tat du larynx a ce moment précis du cycle respiratoire représente un avantage mécanique

pour exécuter une déglutition qui nécessite la fermeture compléte de la glotte.

Sur le plan neurophysiologique, nous nous sommes posé la question de savoir
quelle pouvait étre I’importance de la phase post-inspiratoire 1) dans la coordination
entre P’activité respiratoire et la déglutition, et 2) dans la commande motrice hypoglosse

et laryngée.

De nouveaux outils méthodologiques sont souvent indispensables aux avancées
expérimentales. Dans ce cadre, j’ai d’abord développé un premier modele d’études original
permettant de déclencher et d’analyser la déglutition plus facilement. En employant la
préparation perfusée in sifu chez le rat, j’ai testé I’hypothése selon laquelle ’injection de
quipazine, un agoniste sérotoninergique, provoque I’apparition de déglutitions isolées au
sein d’un cycle respiratoire et augmente la fréquence de la déglutition. Compte-tenu des
résultats positifs obtenus, j’ai pu utiliser ce modéle d’induction de déglutition par voie

pharmacologique pour le reste du travail de these.

Une partie de mon travail de thése concerne le développement de la motricité
oropharyngée au cours de la période post-natale. Dans ce sens, un dernier chapitre
d’Introduction est dédié a 1’activité motrice de succion. Il permet notamment de préciser au
lecteur que Dactivité motrice respiratoire, la déglutition et le réflexe de succion sont
fonctionnels a la naissance, mais que ces trois activités motrices débutent néanmoins au cours
de la période feetale. Chez le nourrisson comme chez 1’animal, le réflexe de succion est

coordonné avec la respiration et la déglutition afin d’assurer 1’ingestion (alimentation liquide).
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Par la suite, les structures masticatrices se développent et les dents apparaissent.
Progressivement, le comportement de succion est donc remplacé par la mastication,
permettant au nourrisson d’ingérer des aliments solides. La triade succion-déglutition-
respiration est ainsi remplacée par la triade mastication-déglutition-respiration (Blass et

Teicher 1980; Westneat et Hall 1992). Tres peu d’études se sont intéressées aux mécanismes

de genése de la succion et les « centres de la succion » ne sont toujours pas identifiés. On sait
cependant que la succion peut étre induite dés la naissance par stimulation du pourtour labial

chez le rat nouveau-né¢ décérébré (Thexton et Griffiths 1979), ainsi que chez le nouveau-né

humain (Greene et al, 2016). Selon ces auteurs le réflexe de succion décroit puis disparait

entre P18 et P25. D’un point de vue mécanique, 1’activité rythmique de succion met en jeu
séquentiellement les muscles des lévres pour assurer I'étanchéité au niveau de la cavité
buccale et se fixer au sein ou a la tétine du biberon, les muscles protruseurs et rétracteurs de la
langue, ainsi que les muscles contrdlant I’ouverture et la fermeture de la machoire. Il est donc
possible que la succion dépende d’un CPG situé dans le tronc cérébral, lequel interagit tres

probablement de manieére dynamique avec les CPG de la respiration et de la déglutition.

Afin de tester tout ou partie de ces hypotheses, il était indispensable de disposer d’un
modele expérimental d’étude. Dans ce but, j’ai mis au point la préparation in situ chez le
rat nouveau-né a des ages trés précoces (dés P6 jusqu’a P21) afin de pouvoir analyser et
comparer ’activité oromotrice au cours du développement. L’équipe de recherche de F.
Muscatelli a 'INMED s’intéresse particulierement a I’ocytocine, une neurohormone produite
par ’hypothalamus, qui est abondamment sécrétée dans le cerveau du nouveau-né au cours de
la premiere semaine de vie et qui est également présente dans le lait maternel. Nous avons
donc voulu savoir si I’ocytocine était capable de moduler P’activité motrice oropharyngée

sur la préparation in situ de P6-P9 a P21.
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Le dernier chapitre de I’introduction expose 1’ensemble des objectifs spécifiques de ce

travail de these.

Le manuscrit compte 4 chapitres de résultats. Le premier concerne le modele
d’induction de déglutition par voie pharmacologique. Nous montrons que |’injection
systémique ou centrale d’un agoniste sérotoninergique, la quipazine, permet d’induire des
épisodes de déglutitions isolées comparables aux déglutitions spontanées et augmente
significativement la fréquence de la déglutition pendant 15 a 20 minutes. Les déglutitions
spontanées apparaissent sans stimulation ou manipulation expérimentale. Elles correspondent
néanmoins a des déglutitions réflexes mettant en jeu les afférences périphériques. Cet effet de
la quipazine serait médié par les neurones du raphé bulbaire caudal lesquels augmenteraient
I’excitabilité du réseau de la déglutition. Le second chapitre présente les résultats des
expériences de transection ponto-bulbaire. La séparation des structures respiratoires pontiques
du reste du réseau neuronal respiratoire entraine une perte de la phase post-inspiratoire. Dans
ces conditions, nous montrons que la déglutition est maintenue et qu’elle continue d’étre
déclenchée préférentiellement juste apres 1’arrét de la phase inspiratoire. La coordination
respiration-déglutition est cependant altérée puisque de nombreux épisodes de déglutition se
produisent juste avant I’inspiration. De plus, la transection ponto-bulbaire s’accompagne
d’une réduction de la commande motrice hypoglosse lors de la déglutition, tandis que la
commande laryngée cruciale a ce réflexe n’est pas modifiée. Le troisiéme chapitre des
résultats concerne [’activit¢ de décharge des motoneurones hypoglosses et de certains
neurones de la colonne respiratoire centrale lors de la déglutition et la respiration. Nous
montrons que certains motoneurones protruseurs sont actifs lors de [’inspiration et la
déglutition, ce qui suggere la co-contraction de muscles antagonistes lors de la rétraction de la
langue. Le quatriéme chapitre des résultats traite des effets de 1’ocytocine sur ’activité

oromotrice précoce. Cette série d’études a permis d’identifier chez les animaux les plus jeunes
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(P6-P9) une séquence motrice rythmique similaire a la succion. Nous montrons que I’injection
de TGOT, un agoniste sélectif des récepteurs a 1’ocytocine, augmente la fréquence de ces
évenements moteurs de type succion. Cet effet est aboli aprés blocage des récepteurs a
I’ocytocine par un antagoniste sélectif. Les résultats suggerent que I’ocytocine augmente
I’excitabilité du réseau de la succion. L’ocytocine, en revanche, ne modifie pas

significativement les activités oromotrices liées a la respiration et la déglutition.

Une discussion générale fait suite a I’exposé des résultats et tente d’interpréter les

données recueillies.

Enfin, je présente en annexe de ma theése d’autres résultats concernant les réseaux
moteurs du tronc cérébral obtenus dans un contexte d’étude trés différent. En effet, ces
travaux annexes ont trait a la mort soudaine inexpliquée liée a 1’épilepsie. Cette thématique
devait étre I’axe principal de ma thése. En effet, j’ai été recruté au laboratoire sous la direction
du Dr Christian Gestreau a la suite de 1’obtention d’une subvention ANR obtenue a I’Institut
de Neuroscience des Systemes (INS), dans 1’équipe PhysioNet dirigée par Christophe Bernard
(partenaire 2 de I’ANR), en collaboration avec le laboratoire LTSI a Rennes (Dir. A.
Hernandez, coordinateur de I’ANR). Ce projet financé s’intitulait « Stimulation adaptative et
personnalisée du Nerf Vague ». L'objectif principal du projet était de tester une nouvelle
technologie d’¢lectrodes (les électrodes organiques) et de nouvelles méthodes de traitement
des données dans le but d’optimiser la stimulation nerveuse vagale (VNS). L’idée était
d’implémenter un systéme de stimulation en boucle fermée, spécifique au sujet faisant I’objet
de la thérapie VNS. Ce travail a donc consisté a réaliser des expérimentations approfondies
in-silico, in-situ et in-vivo pour tester l'utilité du systéme proposé sur une cible thérapeutique
prometteuse de la VNS : la prévention de la mort soudaine inexpliquée chez les patients
épileptiques (SUDEP). Pour diverses raisons résumées en annexe, ces travaux ont permis

I’obtention de résultats partiels mais n’ont pas pu €tre conduits a leur terme. Les difficultés
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rencontrées lors de la mise en ceuvre de ces recherches et la collecte de trop peu de résultats
expliquent pourquoi j’ai di réorienter mon travail sur 1’étude des réseaux neuronaux du tronc

cérébral impliqués dans la commande motrice oropharyngée.
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Figure 1 : Anatomie générale des voies aériennes supérieures et inférieures.
(Fait avec BioRender)
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Chapitre 1 : Anatomie et commande motrice des voies
acriennes supérieures et des muscles respiratoires thoraciques

Dans cette partie j’aborderai briévement quelques aspects de I’évolution qui ont
conduit a I’émergence du carrefour aéro-digestif, puis je décrirai les structures appartenant
aux voies aériennes supérieures (fosse nasale, cavité buccale, pharynx et larynx) ainsi qu’aux
voies aériennes inférieures (trachée, bronches et poumons). Juste aprés les éléments
descriptifs d’anatomie, je préciserai quels sont les principaux muscles permettant de mobiliser

ces structures, ainsi que I’innervation dont ils font 1’objet.

I. L’émergence du carrefour aéro-digestif

L’embryologie et 1’anatomie du systéme respiratoire humain reflétent les
transformations évolutives retrouvées dans I’appareil respiratoire primitif. Les branchies des
poissons sont treés vascularisées, emplies de muscles, de cartilages et de nerfs, et permettent le
pompage de I’eau pour faciliter I’échange de gaz. A mesure que les tétrapodes ont évolué, les
branchies ont perdu leur fonction respiratoire. Cependant, les arteres, les veines, les nerfs, la
musculature et le support cartilagineux associés s’integrent au pharynx et a la téte.
L’évolution d’un systéme respiratoire permettant la vie terrestre a partir des branchies des
organismes aquatiques est une étape essentielle permettant le développement des mammiferes

terrestres (Figure 1).

C’est il y a plus de 375 millions d’années que sont apparus les poumons en
combinaison avec les branchies, notamment chez le Tiktaalik, une espéce de transition entre
les poissons et les tétrapodes. Ce double organe respiratoire aurait existé a cause de la tres
faible teneur en O2 des eaux stagnantes et pour un apport direct d’O2 au cceur (lors de la
respiration branchiale, I’O2 ne parvient au coeur qu’apres avoir perfusé les tissus causant une

forte pression sélective). Les poumons sont ensuite restés dans I’arbre évolutif des espéces

22



avec les tétrapodes, permettant un exode du milieu aquatique vers le milieu terrestre il y a
environ 300 millions d’années. De ces tétrapodes proviennent les amniotes, puis les
mammiferes. Les vertébrés ont des organes respiratoires spécialisés, permettant une
croissance importante du corps, qui serait autrement limitée par un rapport surface-volume
inefficace pour la diffusion de gaz. Chez les poissons, les branchies permettent a I’oxygene
dissous dans 1’eau de pénétrer dans le corps. Chaque arc branchial est composé de cartilages
porteurs et est fortement vascularisé, permettant un échange de gaz efficace. Ces arcs
permettent 1’apparition du pharynx, structure complexe qui connecte la cavité orale au
systeme respiratoire proximal et au systeme digestif. Similaires aux tétrapodes, les
amphibiens ont un double systéme respiratoire, une ventilation buccale et cutanée. Leur
ventilation buccale se fait par un mode de surpression, ou la cavité buccale emmagasine ’air
pour la propulser vers les poumons. Cependant chez les mammiféres la respiration se fait par
dépression, trait évolutif ayant permis a la cavité buccale de perdre son role respiratoire. Plus
efficace énergiquement et adaptée aux changements potentiels de 1I’environnement, la pompe
respiratoire thoracique permet ’apparition du carrefour aéro-digestif au niveau du pharynx.
Cette intersection complexe que représente la cavité oropharyngée devient un site de

coordination majeur entre deux fonctions vitales, la respiration et la déglutition.

Le larynx est apparu pour la premicre fois chez les Dipneustes (ou
Ceratodontimorpha) qui étaient capable de respiration branchiale et pulmonaire. Cet organe
émerge de la nécessité cruciale d’éviter I’inondation de 1’appareil respiratoire servant a la

respiration aérienne (Kirchner 1993). Grace a I’émergence concomitante du larynx, ce

carrefour aéro-digestif devient également le siege d’autres activités motrices complexes telles
que la vocalisation et les réflexes de protection des voies aériennes comme la toux ou
I’éternuement (Roux 2002). Des études ont montré que la capacité¢ d’'un mammifere a respirer,

avaler et produire un son est due au positionnement spécifique du larynx. Chez la plupart des
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mammiferes, ainsi que chez les nourrissons, le larynx est initialement placé haut dans le cou,
ce qui permet la superposition de 1'épiglotte et du voile du palais pendant 1'alimentation. Ce
joint permet au nourrisson de téter et de se nourrir tout en respirant continuellement dans la
cavité nasale, car les voies digestives et les voies aériennes supé€rieures sont temporairement
séparées. Contrairement a d’autres mammiferes, la position du larynx change chez I’adulte ; le
larynx est repositionné plus bas dans le cou, et le joint entre 1’épiglotte et le palais mou n’est
plus possible. Cette descente du larynx crée un espace supralaryngé plus grand dans le

pharynx, qui permet probablement la production sonore et la parole (Laitman et Reidenberg

1993). Des lors, il n’est pas surprenant que le carrefour aérodigestif posséde une haute
diversit¢ de fonctions motrices conférée par une musculature dense permettant des
mouvements précis et complexes, comme le montreront les chapitres suivants. Les muscles
des voies aériennes supérieures sont en effet indispensables pour les fonctions de nutrition au
sens large, comme la respiration, la déglutition et la succion qui ont fait ’objet de mes travaux

de theése.

II. Les voies aériennes supérieures

A. Les fosses nasales

Bien que la cavité buccale permette de respirer plus rapidement étant a peu pres deux
fois moins résistante, 85 % de la population adulte respire de préférence par le nez, sauf
pendant les périodes d’exercice ou pendant la parole. La résistance du nez provient de deux
sources principales : la fosse nasale et la muqueuse. L’une des principales fonctions de la
fosse nasale est de lubrifier et d’humidifier I’air inspiré tout en éliminant les particules de 1’air
en suspension avant qu’elles n’atteignent les voies respiratoires inférieures. Le mucus nasal,
qui joue un rdle essentiel dans ce processus, est légerement acide, avec un pH compris entre

5,5 et 6,5 et participe a la fonction de protection immunitaire (Widdicombe 1986). Apres

sécrétion, le mucus forme une couche a faible viscosité, sur laquelle repose une couche de gel
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tenace de 12 microns a 15 microns d’épaisseur. La majeure partie du mucus est balayée de
I’avant vers 1’arriere par ’action coordonnée des cils des cellules épithéliales pour é&tre
finalement expulsé vers le pharynx, mais les cils propulsent aussi le mucus vers le vestibule
nasal et hors du nez. Dans un nez sain, le déplacement moyen des particules piégées dans le
mucus est d’environ 6 mm par minute, mais peut étre plus rapide en fonction des besoins

(Quinlan et al, 1969). La fosse nasale réchauffe 1’air inspiré grace a son architecture qui

permet de créer un flux d’air turbulent, maximisant le contact avec la muqueuse. La chaleur
provenant de la microcirculation nasale est suffisante pour réchauffer I’air a température
ambiante de 10°C au moment ou il atteint le pharynx. Les vaisseaux de la muqueuse sont
disposés de maniere a s’écouler dans le sens opposé au flux nasal, ce qui rend 1’échange plus
efficace. Lorsque 1’on expire de 1’air chaud, celui-ci passe par la muqueuse nasale qui est
relativement froide, ainsi une certaine chaleur est rendue au systéme, provoquant de la
condensation de vapeur d’eau et donc une régénération de I’humidité. Lorsque la muqueuse
nasale est considérablement refroidie, comme par une journée d’hiver a I’extérieur, la capacité
humidifiante du nez est réduite, et la condensation accrue conduit a de 1’écoulement nasal

(Berman 1988).

La musculature du nez est innervée par le nerf facial (VIIeme paire de nerfs craniens),
plus particuliérement des rameaux infra-orbitaires de la branche temporo-faciale, et leurs
motoneurones se trouvent dans le noyau moteur du nerf facial. Cette musculature est divisée
en ¢lévateurs, dépresseurs, adducteurs et abducteurs, permettant une large gamme de
fonctions. Le muscle pyramidal et le muscle élévateur de 1’aile du nez et de la levre supérieure
s’insérent dans les cartilages alaires permettent d’élever et de raccourcir le nez, afin de dilater
des valves nasales. Le muscle transverse situé¢ dans les deux tiers du milieu du nez, permet a

la fois de comprimer et de dilater les narines. Le muscle abaisseur du septum nasal s’insere
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dans le septum, et permet comme son nom I’indique, d’abaisser le nez (Letourneau et Daniel

1988).

Les principales afférences sensorielles du nez proviennent des divisions maxillaires et
ophtalmiques du nerf cranien trijumeau (Véme paire de nerfs craniens). La division maxillaire
pénetre dans le toit de la fosse ptérygo-palatine via le foramen rotundum, puis envoie
plusieurs branches sensorielles vers les structures médianes. Les branches innervant la fosse
nasale entrent dans le nez a travers le foramen sphéno-palatin via le ganglion sphéno-palatin.
Le nerf naso-palatin innerve la gencive antérieure et supérieure. Les contributions sensorielles
de la division ophtalmique du nerf trijumeau proviennent du nerf naso-ciliaire qui se divise a
son tour en nerfs ethmoides antérieurs et postérieurs et entrent dans le nez avec leurs artéres
respectives. Le nerf ethmoide antérieur alimente la paroi nasale latérale antérieure, tandis que
le nerf ethmoide postérieur innerve le septum postérieur et supérieur et la paroi nasale latérale

(Geurkink 1983; Lane 2004).

A. La cavité buccale

La bouche joue non seulement un rdle vital dans 1’apport et I’initiation de la digestion
des aliments, mais est é¢galement essentielle a la formation de la parole et a la respiration. Les
dents, qui sont les principales structures de la cavité buccale, déchirent et broient la nourriture
ingérée. La langue permet la digestion de la nourriture en comprimant et en pressant la
nourriture contre le palais, ce qui conduit a la formation du bolus alimentaire avalé par la suite

dans ’cesophage grace au mouvement de déglutition (Dotiwala et Samra 2022). La langue

sert également a fournir la perception du got car elle contient divers chémorécepteurs sur sa
surface dorsale qui servent de papilles gustatives. En outre, la langue est aussi I’articulateur le
plus important de la parole, car elle se déforme pour prononcer des mots. Le palais sert de
barriére mécanique séparant la cavité buccale des voies respiratoires nasales, permettant la

respiration pendant la mastication (Figure 2).
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Figure 2 : Innervation et musculature de la cavité buccale. M. = Muscle, nerf V = nerf
trijumeau (Fait avec Complete Anatomy 2022)
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Le plancher de la cavité¢ buccale est constitu¢é du muscle mylohyoidien et du
géniohyoidien, qui permettent I’élévation du complexe hyoide-laryngé pendant la déglutition.
La partie supérieure de la cavité buccale est composée du palais mou, et contient cinq muscles
différents : le tenseur du voile du palais qui reléve le voile du palais et permet I’ouverture de
la trompe auditive lors de la déglutition, le muscle de la luette qui permet d’adapter le palais
mou au mur pharyngé postérieur pendant la déglutition, 1’¢lévateur du voile du palais qui
permet d’attirer le palais mou en haut et en arricre, le palato-pharyngien qui abaisse le voile

du palais avec le dernier muscle, le palatoglosse (Figure 2).

L’innervation de la cavité buccale incluant les muqueuses buccales, les dents et les
structures de soutien provient des divisions maxillaires et mandibulaires du nerf trijumeau. Le
grand palatin et les nerfs naso-palatins dérivent du nerf maxillaire et innervent le palais dur,
tandis que la petite branche palatine du nerf maxillaire innerve le palais mou. Le nerf buccal,
également une branche de la division mandibulaire du nerf trijumeau, innerve la joue (Figure

2).
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Figure 3 : Anatomie, innervation et musculature de la langue. M. = Muscle (Fait avec
Complete Anatomy 2022)
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La langue est un organe moteur unique qui se compose presque entierement de
muscles avec treés peu de soutien squelettique (Figure 3). Elle joue un role important lors de la
respiration, ainsi qu’un réle majeur pour la déglutition et la phonation. Elle est attachée par
ses muscles a 1’os hyoide, la mandibule, 1’apophyse styloide, le palais et le pharynx, et est
divisée en deux parties par le sillon terminal. Le foramen caecum a I’apex du sillon terminal
indique le site d’origine embryonnaire du tractus thyréoglosse. Elle se compose de huit paires
de muscles squelettiques : quatre muscles extrinséques (attachés a des os) : le génioglosse, le
styloglosse, I’hyoglosse et la palatoglosse, et quatre muscles intrinséques (sans aucun support
osseux) : le transverse, le vertical, longitudinal inférieur et longitudinal supérieur (Figure 3).
Les muscles extrinséques proviennent d’attachements osseux externes et se terminent dans la
langue, tandis que les muscles intrinseques proviennent et se terminent dans la masse de la

langue. 00

L’action des muscles linguaux est résumée ci-dessous :

- Le génioglosse est protruseur de la langue et aplatit la langue sur le plancher buccal

lorsqu’il est totalement contracte,

- Le styloglosse tire sur les cotés de la langue pour créer un creux pendant la

déglutition et est rétracteur de la langue,

- L’hyoglosse est un abaisseur et rétracteur de la langue,

- Le palatoglosse ¢léve la langue postérieure, ferme 1’isthme oropharyngé, aide a
I’initiation a la déglutition, et empéche le déversement de salive du vestibule dans

I’oropharynx en maintenant 1’arc palatoglosse,

- Le transverse allonge et étrécit la langue,

- Le vertical aplatit la langue,
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- Le longitudinal inférieur raccourcit et recourbe vers le bas la langue,

- Le longitudinal supérieur raccourcit et recourbe vers le haut la langue.

L’innervation motrice de tous les muscles intrinseéques et extrinséques de la langue
vient du nerf hypoglosse (XIléme paire de nerfs craniens), a l’exception du muscle
palatoglosse, glossostaphylin et pharyngoglosse, qui recoivent respectivement leur
innervation du nerf vague, du nerf palatin postérieur et du nerf lingual (Figure 3). Concernant
les afférences sensorielles, le tiers postérieur de la langue est innervé par le nerve
glossopharyngien (IXéme paire de nerfs craniens), apportant la sensation de golt et du
toucher, alors que les deux tiers antérieurs de la langue sont innervés de maniere différente
pour le gott et le toucher : la branche du nerf facial appelée la corde du tympan, apporte la
sensation de gofit, et le nerf lingual (branche mandibulaire du nerf trijumeau) apporte la

sensation du toucher (Dotiwala et Samra 2022).

B. Le pharynx

Le pharynx est une structure dite « de liaison » située au milieu du cou (Figure 4). Il
s’agit d’une structure primordiale qui, comme la cavité buccale, est partagée par deux
systemes d’organes, a savoir le systéme digestif et le systeme respiratoire. Le pharynx est en
forme d’entonnoir, car son extrémité supérieure située juste sous la surface inférieure du crane
est plus large que son extrémité inférieure (plus étroite) située au niveau de la sixieme
vertebre cervicale (C6) ou débutent 1’cesophage postérieur et le larynx antérieur. Son intégrité
musculaire est nécessaire a plusieurs fonctions vitales liées a ces deux systemes, comme la

déglutition, la conduction de I’air et la production de voix (Sakamoto 2014; Hevyd et Yellon

2022; Ball et al, 2022).
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Figure 4 : Anatomie, innervation et musculature du pharynx. M. = Muscle (Fait avec

Complete Anatomy 2022)
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Le pharynx se divise en trois parties. Du haut vers le bas on peut distinguer : le naso-
pharynx, situé¢ derriére les orifices nasaux postérieurs (les choanes), 1’oropharynx, situé
derriere 1’ouverture de la cavité buccale, et le laryngopharynx, situé¢ derriére 1’entrée

(ouverture) du larynx (Figure 4).

Le naso-pharynx n’est lié qu’aux voies respiratoires car seul I’air passe au travers a
partir des cavités nasales. De plus, a la surface dorso-latérale du nasopharynx, deux
ouvertures, une de chaque coté, sont présentes, ce sont les tubes auditifs (trompe d’Eustache
ou pharyngo-tympaniques). Ces tubes sont reliés aux oreilles moyennes (cavités tympaniques)
et servent principalement a égaliser la pression et a faciliter le drainage des sécrétions des

oreilles moyennes.

L’oropharynx est une continuation de la cavité buccale et permet de passer le bolus
vers le laryngopharynx. Lorsque le bolus passe de la cavité buccale au pharynx, les muscles
du palais mou se contractent pour fermer la choane afin que la nourriture ne pénétre pas dans
la cavité nasale. Simultanément, I’épiglotte (cartilage se trouvant sur la partie supérieure du
larynx) bascule vers ’arriere et le bas pour fermer 1’entrée laryngée et empécher la nourriture

d’entrer dans les voies respiratoires.

Enfin, le laryngopharynx regoit le bolus de I’oropharynx et le passe dans 1’cesophage
pour la digestion, grace a la relaxation (ouverture) du sphincter oesophagien supérieur. L’air
inspiré par le nez passe par les deux parties supérieures du pharynx (nasale et orale) pour
ensuite atteindre 1’entrée du larynx et rejoindre enfin la trachée, les bronches et les poumons

(Shaw et Martino 2013; Kagaya et al, 2015; Heyd et Yellon 2022; Casale et Hatcher 2022).

Les muscles du pharynx jouent un rdole dans de nombreux processus vitaux tels que la
respiration, la déglutition et la parole. La coordination de la musculature pharyngée avec les

muscles du larynx et de la langue est essentielle a I’efficacité de ces fonctions humaines
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essentielles. Généralement classés par leur orientation (circulaire ou longitudinale), ces
muscles permettent au pharynx de changer de taille et de forme pour atteindre la fonction

requise (Figure 4).

Comme cela a été précisé plus haut, le pharynx s’étend de la base du crane au cartilage
cricoide. Les trois muscles constricteurs pharyngiens sont délimités par leur position relative
(supérieure, moyenne et inférieure). Leurs différents points d’attache et leur contraction
séquentielle et involontaire permettent a la lumicre pharyngée de se fermer du haut (crane)
vers le bas pour le péristaltisme pendant la déglutition, tout en restant alternativement ouverte

pour la respiration et la parole.

Les muscles longitudinaux, palato-pharyngien, stylo-pharyngien et salpingo-
pharyngien, fusionnent caudalement pour devenir la paroi latérale du pharynx (Figure 4). Ils
permettent de raccourcir et d’élever le pharynx pendant la déglutition. En raison de leur
insertion sur le sinus piriforme, on suppose que leur contraction participe a 1’élimination des
résidus alimentaires. Le muscle crico-pharyngien fonctionne comme partie du sphincter
cesophagien supérieur et a une relation étroite avec les trois paires de muscles longitudinaux et

avec le muscle constricteur inférieur du pharynx.

L’échec de la relaxation du muscle crico-pharyngien pendant la déglutition (achalasie
crico-pharyngée) peut conduire a la fois a la dysphagie et a un relachement pathologique du
pharynx appelé diverticule de Zenker. Comme le crico-pharyngien ne se détend pas de fagon
habituelle, la pression exercée par les muscles constricteurs et le bolus s’accumulent dans le

pharynx, provoquant un débordement du pharynx qui se remplit de nourriture.

Le pharynx regoit des fibres nerveuses sensorielles et motrices. Les fibres sensorielles
(afférentes) alimentent la muqueuse des trois parties du pharynx et transmettent les sensations

(douleur, température, pression et toucher). Le nasopharynx est innervé par la division
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maxillaire du nerf trijumeau. L’oropharynx est innervé par le nerf glossopharyngien, et le
laryngopharynx est innervé par le nerf laryngé interne, branche du nerf laryngé supérieur (nerf
vague ; voir les détails dans le paragraphe suivant). Concernant les fibres motrices, la majorité

des muscles du pharynx sont innervés par le nerf vague, a I’exception du muscle

stylopharyngien, qui est innervé par le nerf glossopharyngien (Hevyd et Yellon 2022; Ball et al,

2022).

C. Le larynx

Le larynx est un segment cartilagineux situé¢ au niveau des vertébres C3 a C7 (Figure
5). La fonction principale du larynx chez les humains et les autres vertébrés est de protéger les
voies respiratoires inférieures contre le risque d’aspiration de nourriture dans la trachée
(fausse route). Il contient également les cordes vocales et fonctionne comme une boite vocale
pour produire des sons. Un grand larynx correle avec une voix plus profonde. D’un point de
vue phylogénétique, le larynx de ’'Homme a atteint son plus haut développement évolutif
avec la capacité d’articuler la parole, cette structure étant absente chez les invertébrés et les
poissons (sauf les dipneustes). Le larynx est d’environ 4 a 5 cm de longueur et de largeur,
avec un diameétre antérieur-postérieur légerement plus court. La région supérieure du larynx
est I’épiglotte, et est attachée a I’os hyoide qui lui est relié¢ a la partie inférieure du pharynx.
La partie inférieure du larynx se connecte a la région supérieure de la trachée. Le larynx est
constitué¢ de neuf cartilages : le cartilage thyroidien, le cartilage cricoide, I’épiglotte, les
cartilages aryténoides, les cartilages corniculés et les cartilages cunéiformes. Les trois
premiers sont des cartilages non appariés, et les trois derniers sont des cartilages appariés. Ces
cartilages sont déplacés a I’aide de différents ligaments et muscles. Il existe deux types de
ligaments : les ligaments extrinséques qui fixent le larynx a d’autres structures telles que 1’os

hyoide ou la trachée, et les ligaments intrinseques qui relient les cartilages du larynx entre eux.
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Figure S : Anatomie, innervation et musculature du larynx. M. = Muscle, nerf X = nerf
vague (Fait avec Complete Anatomy 2022)
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Les ligaments intrinséques sont le crico-thyroidien, le crico-corniculé, le thyro-épiglottique, le
thyro-aryténoidien et les ligaments aryépiglottiques. Les ligaments extrinséques sont les

ligaments thyro-hyoidien, hyo-épiglottique et crico-trachéal.

Le larynx est constitué de muscles intrinséques (proprio-laryngés) et extrinseéques (qui
se fixent a la fois au larynx et a d’autres structures de proximité) qui jouent un role dans les
changements du mouvement de 1’air, la déglutition et la production de la voix (Figure 5). Les
muscles intrinséques du larynx permettent une variété de fonctions, dont beaucoup peuvent
étre catégorisés par leur action sur le ligament vocal. Les adducteurs sont : le thyro-
aryténoidien, le crico-aryténoidien latéral et les muscles inter-aryténoidiens. Le thyro-
aryténoidien prend naissance a la ligne oblique du cartilage thyroidien et s’insere a la surface
antérieure du cartilage aryténoide ipsilatéral. Ses fonctions comprennent a la fois I’adduction
des cordes vocales et la diminution de la tension du ligament vocal pour en moduler la
hauteur. Le crico-aryténoidien latéral, qui prend naissance sur le cartilage cricoide latéral et
s’insere a I’apophyse musculaire de I’aryténoide, ferme les cordes vocales et fait pivoter
intérieurement 1’aryténoide. Le muscle inter-aryténoidien travaille en synergie avec le crico-
aryténoidien latéral en maintenant la fermeture de la glotte aprés que les cordes se sont
fermées. Le seul abducteur du ligament vocal est le muscle crico-aryténoidien postérieur. Ce
muscle prend naissance au cricoide postérieur et s’insere sur 1’apophyse musculaire
postérieure de D’aryténoide. Son action est d’écarter et de faire tourner extérieurement
I’aryténoide en antagonisme au muscle crico-aryténoidien latéral. Le muscle crico-thyroidien
permet de déplacer le cartilage thyroidien vers le bas en se contractant et resserre les cordes

vocales.

L’¢épiglotte est tirée en arriere sur I’entrée laryngée afin d’empécher 1’aspiration du
bolus. Les muscles aryépiglottiques prennent naissance a I’apex des aryténoides et s’inserent a

la bordure latérale de 1’épiglotte. De méme, les muscles aryténoides obliques prennent
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naissance a I’apex aryténoide et s’insérent au repli aryépiglottique. Le muscle thyro-
épiglottique prend naissance sur la surface interne du cartilage thyroidien et s’insére sur le
bord de 1’épiglotte. Lors de la contraction, ce muscle inférieur déplace 1’épiglotte. Ces
muscles travaillent en synergie pour fermer ’entrée laryngée en tirant I’épiglotte vers 1’arriére

et vers le bas.

Plusieurs muscles cervicaux agissent extrinsequement sur le larynx pour faciliter la
phonation et la déglutition. Les muscles insérés sur le bord supérieur de ’os hyoide
(géniohyoidien, digastrique, mylohyoidien, thyrohyoidien et stylohyoidien) et du pharynx
(stylopharyngien, palatopharyngien et cricopharyngien) agissent conjointement pour élever le
larynx. Les muscles insérés sur la surface inférieure de 1’os hyoide (muscles sternohyoidiens
et omohyoidiens) et le muscle sternothyroidien permettent d’abaisser le larynx. En raison de
I’¢é1évation du larynx pendant la déglutition, les manceuvres d’examen physique de la thyroide

impliquent souvent que le patient avale volontairement pour mieux localiser cette glande.

Le larynx est innervé par le nerf laryngé récurrent et le nerf laryngé supérieur,
différentes branches du nerf vague (Figure 5). Le nerf laryngé supérieur provient du ganglion
inférieur du nerf vague. Il recoit également les branches du ganglion cervical supérieur du
systeme nerveux sympathique et descend entre les vaisseaux carotides et le pharynx,
atteignant le larynx juste en dessous de I’os hyoide ou il se divise en deux branches, I’interne
et ’externe. Le nerf laryngé externe alimente le muscle crico-thyroidien. Le nerf laryngé
interne descend vers la membrane thyro-hyoidien avec 1’artére laryngée supérieure, s’étendant
a travers 1’épiglotte, et alimentent la muqueuse entourant I’entrée du larynx. Le nerf laryngé
récurrent est le nerf principal responsable de I’innervation de tous les muscles intrinseques du
larynx, a I’exception du muscle crico-thyroidien. Les nerfs récurrents droit et gauche ne sont
pas symétriques. Le nerf récurrent gauche provient du nerf vague qui s’enroule dans le thorax

autour de I’arc aortique (alors que le nerf récurrent droit s’enroule autour de 1’artére sous-
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claviére) et passe vers le haut de la trachée et de I’cesophage avant d’entrer dans le larynx

Jjuste apres ’articulation crico-

Ligament annulaire trachéal

Cartilage trachéal

Bronches principales
Bronches lobaires

Bronches segmentaires

Lobe pulmonaire

Bronchiole terminale — — Branche d’altére pulmonaire

Branche de veine ——

— Alvéoles
pulmonaire

: — Capillai
Saccules pulmonaires —— apuaires

Figure 6 : Anatomie des poumons et bronches (Fait avec Complete Anatomy 2022)
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thyroidienne sous le muscle constricteur inférieur du pharynx. Le nerf récurrent droit se
ramifie a partir du vague a la base du cou, formant une boucle dans I’artére sous-claviere, va
vers le haut de la trachée (latéralement) et entre dans le larynx entre les cartilages cricoide et

thyroide.

III. Les voies aériennes inférieures

A. La trachée et les bronches

La trachée est une voie respiratoire conductrice essentielle pour le passage
bidirectionnel de l'air. C’est une structure en forme de Y composée de cartilage hyalin en
forme de U sur les parois antérieures et latérales, avec le muscle trachéal formant la paroi
postérieure de la trachée (Figure 6). Toute la lumiére trachéale est constituée d’un épithélium
pseudostratifié¢ doublée de cellules cylindriques et de cellules caliciformes ciliées qui créent la
mugqueuse trachéale. La trachée fait partie du systéme respiratoire conducteur qui commence
immédiatement sous le larynx lequel est reli¢ au cartilage cricothyroide (niveau C6) par le
ligament crico-trachéal. La trachée, formée de 16 a 20 anneaux de cartilage hyalin connectés
par des ligaments annulaires, se termine a la caréne trachéale. Elle se divise ensuite en deux

bronches principales : la bronche droite et gauche (Krupinski et al, 2019; Jacobsen et al, 2022;

Rizvi et al, 2022). Le r6le de la trachée est donc de conduire ’air provenant des VAS vers les

VAL, puis les bronches distribuent cet air dans tous les poumons, afin que celui-ci atteigne le
lieu d’échanges gazeux : les alvéoles pulmonaires. Le trajet de I’air passe alors (dans 1’ordre)
de la trachée vers les bronches, bronchioles, bronchioles terminales (constituant 1’arbre

bronchique), les conduits alvéolaires, les sacs alvéolaires, puis les alvéoles pulmonaires.

La trachée contient un muscle lisse appelé le muscle trachéal qui est situé¢ dans la
partie postérieure de celle-ci. Ce muscle a un effet constricteur, permettant a la trachée de se

resserrer lorsqu’il y a besoin d’expulser I’air avec force, comme lors de la toux (Minnich et
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Mathisen 2007). Les bronches contiennent des muscles lisses qui peuvent se contracter ou se

dilater afin de contrdler le débit aérien dans les bronches (mais de manicre plus importante
pendant 1’expiration). De plus, les bronchioles ont des muscles lisses et fibres élastiques qui

permettent de maintenir leur intégrité.

La trachée regoit une innervation parasympathique et sympathique. Elle est innervée
par les deux branches du nerf laryngé récurrent et permettent son innervation sensorielle et
motrice, ainsi qu’une augmentation des sécrétions. Les muscles lisses des bronches sont
innervés par des fibres parasympathiques et sympathiques. Les fibres parasympathiques
proviennent du nerf vague, et permettent la bronchoconstriction, mais aussi la vasodilatation
de vaisseaux sanguins pulmonaires et augmentent la sécrétion des glandes présentes dans les
bronches. Les fibres sympathiques proviennent du ganglion sympathique paravertébral et

permettent la bronchodilatation, la vasoconstriction et inhibent la sécrétion des glandes.

B. Le diaphragme

Le diaphragme est le muscle principal de I’inspiration. Lorsque le diaphragme se
contracte, il descend plus bas dans la cavité abdominale, ce qui entraine une augmentation du
volume intrathoracique. Cela entraine également une augmentation du diametre vertical de la
cavité thoracique, ce qui entralne une baisse de la pression intrathoracique. Lorsque le
diaphragme se détend, il monte entrainant une diminution du volume intrathoracique et, par

conséquent, une augmentation de la pression intrathoracique.

Le diaphragme sépare la cavité thoracique de la cavité abdominale (Figure 7). C’est
une cloison musculo-tendineuse en « double-dome » qui se compose d’une feuille continue de
muscle entourant un tendon central. Le muscle diaphragmatique est nommé en fonction de ses
points périphériques d’attachement. La partie sternale se fixe a 1’aspect postérieur du

processus xiphoide. La partie costale se fixe aux surfaces internes des six cartilages costaux
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inférieurs. Enfin, la partie lombaire se fixe aux ligaments arqués médiaux et latéraux, ainsi

qu’aux trois vertebres lombaires supérieures. Le diaphragme est fixé en son centre et en

périphérie. Les

Nerf phrénique D et G ——\

S b

Diaphragme

Attache sternale

Tendon central
Trajet de la veine cave inférieure

Trajet de I’cesophage
Trajet de I’aorte abdominale

Attaches vertébrales
Dome droit du diaphragme

Dome gauche du diaphragme

Figure 7 : Anatomie et innervation du muscle du diaphragme (Fait avec Complete Anatomy 2022)
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attaches périphériques sont situées au processus xiphoide du sternum, aux vertébres lombaires
et ligament arqué, ainsi qu’aux cartilages des cotes 7 a 10 et directement aux cotes 11 a 12.
Les segments du diaphragme qui s’attachent aux vertébres lombaires sont connus sous le nom
de pilier gauche et droit. Méme si le diaphragme sépare la cavit¢ abdominale et thoracique, il
permet tout de méme a certaines structures de passer par ses trois ouvertures : la veine cave
inférieure traverse le diaphragme via le foramen de la veine cave inférieure. Cette ouverture
est située dans le tendon central au niveau de la huitieme vertébre thoracique. Le hiatus
cesophagien est situé dans la musculature du diaphragme, au niveau de la dixiéme vertebre
thoracique. Les nerfs vagaux postérieurs et antérieurs passent par ce hiatus. Enfin, le hiatus
aortique est situé entre les deux piliers au niveau de la douziéme vertébre thoracique. Le canal

thoracique et la veine azygos passent par le hiatus aortique.

Le diaphragme est innervé par le nerf phrénique (Figure 7). Le nerf phrénique
provient de la ramification d’axones dont les corps cellulaires se situent dans la corne ventrale

des segments C3 a C5 de la moelle épiniére chez I’'Homme (Mendelsohn et al, 2011) et

jusqu’a C6 chez le rat (Gottschall 1981), et il y en a un de chaque co6té : le nerf phrénique

droit et gauche. Depuis cette origine, le nerf phrénique suit un trajet passant par le cou, le
ceeur puis les poumons pour atteindre le diaphragme. Au total, le nerf phrénique est constitué
d’environ 50% d’axones moteurs, de 40% d’axones sensoriels et de 10% d’axones provenant

du nerf phrénique accessoire (Duron et Marlot 1980; Langford et Schmidt 1983; Paraskevas et

al, 2016; Nair et al, 2017a). De plus, les nerfs phréniques droit et gauche ne sont pas

identiques en composition, et le nerf phrénique droit de rat posséde ~20% d’axones
supplémentaires. Physiologiquement, ceci se traduit par une zone d’innervation du

diaphragme plus importante pour le phrénique droit que pour le gauche (Laskowski et al,

1991).
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M. transverse de I’abdomen G
(transparent)

M. abdominal oblique Linea Alba

externe D

M. droit de I"abdomen M. abdominal oblique interne G

Figure 8 : Représentation des muscles abdominaux. M. = Muscle (Fait avec Complete Anatomy 2022)
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C. Les muscles abdominaux

Les muscles abdominaux aident dans le processus de respiration, protégent les organes
internes, fournissent le soutien postural, et servent a fléchir, étendre, et tourner le tronc du
corps. Les quatre principaux groupes musculaires abdominaux, de l'intérieur a I’extérieur
sont : muscle transverse de I’abdomen, muscle droit de I’abdomen, muscle interne et externe
oblique (Figure 8). La ligne blanche de I’abdomen est formée a partir de 1’entrelacement des
aponévroses de I’oblique externe, de I’oblique interne et du transverse de I’abdomen.
L’aponévrose du muscle oblique interne se divise pour encapsuler les muscles droits

abdominaux au-dessus de la ligne arquée.

L’abdomen est relativement déficient en soutien squelettique, comprenant uniquement
la colonne vertébrale et les cotes inférieures postérieures. La partie supérieure de la paroi
abdominale est reliée a la structure squelettique de la cage thoracique et la partie inférieure
aux os pelviens. Cette carence osseuse relative permet la flexibilité du tronc, ainsi que la
distensibilité pour tenir compte des changements dynamiques dans le volume du contenu
abdominal. La contraction simultanée des muscles abdominaux peut faciliter la génération de
pression intra-abdominale et intrathoracique critique pour les éternuements, la toux, les
vomissements et la défécation. En période de demande physiologique ou pathologique accrue
pour la ventilation des voies respiratoires, les muscles antérolatéraux agissent comme des
muscles accessoires de la respiration en augmentant la pression intra-abdominale pour

provoquer 1’expiration active.

Les muscles abdominaux sont innervés par les nerfs intercostaux inférieurs (T7-T11),

le nerf subcostal (T12), le nerf iliohypogastrique (L1) et le nerf ilioinguinal (L1).
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M. trapeze supérieur G
M. trapeze transverse G

M. Petit dentelé
post. supérieur D
M. trapéze infésiewr G M. dentelé antérieur D

M. pectoral majeur G M. érecteur durachis D

M. grand dorsal G M. thoracique transverse D
M. Petit dentelé

post. inférieur D

M. Tliocostal D

M. carré des lombes G

M. sternocléidomastoidien G

M. pectoral mineur D

Sternum M. pectoral majeur G

M. thoracique transverse D

Cartilage costal G

‘ ?' 1. % 4

Figure 9 : Représentation des muscles accessoires respiratoires. Pour une meilleure lisibilité, n’est

représenté ici que la partie Droite (D) ou Gauche (G) du méme muscle (M.) (Fait avec Complete Anatomy
2022)
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D. Les muscles intercostaux et accessoires respiratoires

L’efficacité des muscles de la pompe respiratoire est renforcée par la stabilisation de la
paroi thoracique via les effets mécaniques des muscles respiratoires accessoires (Figure 9).
Un certain nombre de muscles proviennent de la paroi thoracique ou y sont insérés. Ces
muscles comprennent les grands et petits pectoraux innervés par les nerfs pectoraux latéral et
médial, le grand dorsal innervé par le nerf thoraco-dorsal, le sternocléidomastoidien innervé
par le nerf accessoire, le thoracique transverse innervé par les nerf thoraciques, le dentelé
antérieur innervé par le nerf thoracique long, le petit dentelé postérieur supérieur et inférieur
innervés par les nerfs intercostaux T9-T11, le trapéze supérieur innervé par le nerf accessoire,
I’érecteur du rachis innervé par plusieurs nerfs allant de la division postérieure du nerf spinal
CI jusqu’au cinquieme nerf lombaire L5, I’iliocostal qui s’étend des cervicales jusqu’au
lombaires est innervé par les nerfs spinaux des étages correspondants, le muscle carré des
lombes innervé par le nerf subcostal, et les muscles €lévateurs des cotes innervés par le
rameau postérieur du huitieme nerf spinal cervical et par les rameaux postérieurs des nerfs
spinaux thoraciques. Ces muscles agissent pour stabiliser et raidir notre paroi thoracique
pendant D’activation musculaire de la pompe respiratoire, améliorant ainsi D’effet sur la
pression intrathoracique qui se traduit a son tour par des pressions intra-pleurales et intra-
pulmonaires modifiées et des changements dans le débit d’air et le volume pulmonaire. Les
muscles respiratoires accessoires sont relativement inactifs pendant la ventilation au repos et
ne sont généralement recrutés que dans des conditions d’effort inspiratoire ou expiratoire
accru, par exemple, pendant 1’exercice ou en raison de conditions pathologiques. Ainsi,
certains peuvent classer ces muscles accessoires dans le méme groupe que les principaux

muscles de la pompe inspiratoire et expiratoire.
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Chapitre 2 : les générateurs de rythme centraux

I. Notion de générateur central d’activité motrice ou CPG

On a tous en téte I’exemple du poulet qui peut encore courir et battre des ailes apres
avoir été décapité. Ces mouvements rythmiques sont produits par des réseaux neuronaux
présents dans la moelle épiniére, en interaction possible avec les afférences sensorielles. En
fait, il existe toute une diversité d’activités motrices rythmiques qui peuvent étre produites
centralement, méme en 1’absence de rétroaction sensorielle, dont la locomotion et la
respiration. Ces observations suggerent I’existence de structures neurales autonomes au sein

du systéme nerveux central capables de produire une activité rythmique stéréotypée.

Ces réseaux s’appellent les générateurs centraux d’activité motrice (abrégé ci-aprés
CPG pour le terme anglo-saxon Central Pattern Generator). Ce sont des circuits intégratifs
capables de fonctionner de manicre autonome, qui générent des patrons moteurs répétitifs et
stéréotypés pouvant €tre indépendants de toutes entrées sensorielles. Le fonctionnement de
ces réseaux repose sur leur capacité a générer un rythme et un pattern moteur (mise en forme
d’une ou plusieurs sorties motrice). On peut cependant noter que dans de nombreuses ¢tudes,
y compris sur le CPG respiratoire que nous détaillerons plus loin, le terme « générateur de
rythme » est souvent employé¢ a la place de CPG. Ce glissement sémantique s’explique
certainement par I’engouement des chercheurs a identifier les mécanismes intimes a 1’origine
de la rythmogénese grace a la mise au point de modeles expérimentaux in vitro que 1’on peut
qualifier de « réductionnistes » car ils permettent de préserver le rythme mais pas
nécessairement le pattern moteur. Concernant la genése d’un rythme moteur, une seule cellule
pourrait étre vue comme un CPG si tant est qu’elle puisse produire des potentiels d’actions de
manicre rythmique et entrainer un mouvement, tel que les cellules pacemaker du cceur par

exemple, qui peuvent produire des contractions rythmiques du coeur, méme si celui-ci est isolé
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in vitro. Cependant, les CPGs sont bien plus complexes car il s’agit d’ensembles de neurones
ou systémes de neurones qui produisent un comportement moteur rythmique, mais pouvant
étre initiés et arrétés par les informations sensorielles et par la volonté de 1’animal, 1a ou les

cellules pacemakers cardiaques sont actives tout le temps de maniére autonome.

\

Le premier a avoir proposé des preuves scientifiques de 1’existence des CPGs est
Thomas Graham Brown (1911-1914) qui a montré chez le chat que la marche pouvait étre
produite par la moelle épiniére sans 1’influence du cortex ni des récepteurs périphériques
sensoriels de la moelle épiniére. Ensuite, ce sont les études chez le criquet qui ont fait avancer
la recherche sur les CPGs (Wilson 1961). Ces études ont montré que les ganglions isolés et
dénervés (dépourvus d’efférences et afférences sensorielles) de la sauterelle pouvaient
produire une activité rythmique ressemblant a celle observée lors du battement des ailes du
criquet. Cette activité rythmique pouvait également étre induite par des neuromodulateurs. En
1966, une ¢équipe russe travaillant chez le chat décérébré a trouvé qu’une stimulation
¢lectrique de la région locomotrice du mésencéphale pouvait induire la marche, le trot et
méme la course (Shik et al, 1966). De plus, d’autres mouvements associés a la locomotion ont
pu étre produits par I’injection de dopamine dans la moelle épiniere, mais aussi simplement en

disposant le chat debout sur un tapis roulant automatique (Barbeau et Rossignol 1991).

Afin d’¢étudier les CPGs, un des modeles d’étude les plus utilisés a été la lamproie.
Outre le fait qu’in vitro la moelle épiniere de la lamproie peut survivre pendant des jours,
celle-ci présente aussi relativement peu de neurones facilement stimulables et étudiables. /n
vitro, la moelle épinieére de lamproie présente une activité rythmique similaire a la nage, mais

aussi des mouvements qui permettraient de creuser ou de ramper (Avers et al, 1983).

Chez les crustacés, ce sont des chaines de ganglions qui forment les CPGs (Chrachri et

Clarac 1989; Mulloney 2003; Grabowska et al, 2015). Ces ganglions peuvent s’activer de

maniére rythmique et alternée. Ceci se traduit par un décalage de phase entre des ganglions
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adjacents, produisant une succession de mouvements opposés. Par exemple, chez le homard et
le tétard, une chaine isolée de ganglions présentant ces caractéristiques peut générer une

activité rythmique semblable a celle de la nage (Mulloney et al, 1987; Tunstall et Roberts

1994; Liao et Fetcho 2008). Les neurobiologistes continuent d’étudier I’implication des CPGs

dans différents comportements moteurs, et il en ressort aujourd’hui que les CPGs jouent un

role dans la plupart des comportements rythmiques (Marder et Calabrese 1996; Marder et

Bucher 2007; Goulding 2009; Kandel et al, 2012; Berg 2018; Grillner et Kozlov 2021). Ainsi,

les études chez les invertébrés ont permis de caractériser les premiers neurones constituants
un CPG, de révéler leurs propriétés cellulaires et de définir 1’organisation synaptique a

I’échelle du réseau (Hodgkin et Huxley 1952; Bucher et al, 2007; Bellen et al, 2010; Kandel

et al, 2014).

II. Caractéristiques des CPGs et exemple du CPG locomoteur

I existe plusieurs dizaines de CPGs a ’origine de différents comportements moteurs
chez le mammifére (Wood 2017). Ceux situés dans le tronc cérébral, dont le réseau
respiratoire (ou CPGr) et le réseau déglutiteur (ou CPGd), feront 1’objet d’un chapitre a part
dans cette Introduction car ils nous intéressent tout particulierement. Ici, nous souhaitions
prendre 1’exemple du réseau ou CPG locomoteur car ce réseau a fait 1’objet d’un trés grand
nombre d’études et a permis de fournir de solides connaissances dans le domaine. On retrouve

un réseau de type « CPG locomoteur » chez les invertébrés et les vertébrés (Delcomyn 1977;

Grillner 1981). Ces neurones participent aux actions d’auto-propulsion telle que la marche, la

course, le saut ou 1’action de ramper.

Les principales caractéristiques qui permettent de définir un CPG peuvent étre
rappelées ici. Un CPG est un ensemble de neurones capable de 1) générer une activité

rythmique et stéréotypée de manic¢re endogene, 2) rester fonctionnel en 1’absence de retour
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provenant des structures supraspinales et/ou des retours sensoriels, et 3) d’assurer la genese
d’un rythme et d’un pattern moteur grace a des propriétés endogenes particuliéres de certains
neurones (e.g., les neurones pacemakers) et/ou grace aux propriétés synaptiques du réseau
(voir paragraphe suivant). Nous verrons plus loin qu’il en est de méme pour le réseau
respiratoire, car on retrouve des propriétés autorythmiques ou « pacemaker » chez certains

neurones, notamment ceux localisés dans le complexe de pré-Botzinger (Smith et al, 1991;

Del Negro et al, 2005). Pour le réseau de la déglutition enfin, ce sont certains neurones du

noyau du tractus solitaire (ou NTS) qui expriment des propriétés endogeénes de type

pacemaker, lesquelles dépendent du NMDA (Tell et Jean 1991; Jean 2001; Tazerart et al,

2008).

Méme en I’absence de signaux transmis par les fibres afférences, le CPG est capable
de controdler le timing et le pattern de la séquence motrice locomotrice. Les retours sensoriels
tels que ceux médiés par la proprioception sont cependant importants pour réguler finement

Iactivité du réseau (Winter 1991; Guertin 2009). Le réseau controlant la locomotion des

membres postérieurs serait situé¢ dans la région spinale T13-L2 (Guertin 2009; Antri et al

2011). Quatre populations de neurones participent a la gen¢se du rythme locomoteur : 1) les
neurones Vglut2-positifs, qui lorsqu’ils sont activés produisent une activité ressemblant a la

locomotion in vitro (Hagglund et al, 2010; Hagglund et al, 2013), 2) les neurones V2a qui

permettent 1’alternance bilatérale lors de la course (Lundfald et al, 2007; McLean et al, 2008;

Crone et al, 2008; Crone et al, 2009), 3) les neurones SHOX2, dont le blocage par

optogénétique provoque une déficience dans I’alternance gauche-droite ainsi que sur la

rythmogénese locomotrice (Dougherty et al, 2013), et 4) les neurones HB9 positifs de la

colonne ventrale, qui sont actifs rythmiquement pendant la locomotion et présentent une

activité pacemaker-like (Brownstone et Wilson 2008; Masino et al, 2012).
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Bien que ce CPG locomoteur situé¢ dans la moélle épiniére génére le rythme et le
pattern moteur, I’initiation et le contrdle de la vitesse dépendent de la région locomotrice

mésencéphalique (RLM), localisée dans le tronc cérébral. La stimulation électrique tonique de
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Figure 10 : Exemples de courants permettant I’émergence d’activité spontanée de différentes

cellules pacemaker. Les courants de fuite potassique, sodique et chlore (I ¢../In. Fuie/lcl Fuite)

déterminent le potentiel de repos de la membrane. (A) Exemple de pattern de décharge d’un neurone
pacemaker du systéme nerveux central. La décharge de ce neurone dépend du courant sodium persistant
(Iy,p) qui dépolarise la membrane et permet d’activer les canaux sodium voltage-dépendant (I ). La
dépolarisation rapide active des canaux calciques et potassiques voltage-dépendant (I, /I, ). L after-
hyperpolarisation est médiée par des courants potassiques calcium-dépendants (I, ), suivie par les
car)- (B) Patron de

décharge de cardiomyocyte du nceud sinusal. Le courant pacemaker principal est un courand,entrant
dépolarisant active par I’hyperpolarisation membranaire appel¢ « funny current » (I,). Les courants I et

KCa
courants activés par I’hyperpolarisation (I,) et les courants calciques de type T (I

I,, contribuent a la phase de dépolarisation du potentiel d’action et les courants I, participent a la
phase d’hyperpolarisation. (C) Agrandissement d’un potentiel d’action. (Adaptée de Lu et Feng, 2012).



cette région chez le chat a montré qu’on pouvait stimuler la locomotion (Shik et al, 1966; Shik

et al, 1969). Récemment, une é&tude optogénétique a montré que les neurones

glutamatergiques de cette région permettaient de déclencher la course (Roseberry et al, 2016).

III. Mécanismes de la rythmogénése

Deux mécanismes principaux ont €té proposés pour expliquer la rythmogénese des
CPGs. Soit le rythme est généré par les propriétés intrinséques des neurones qui composent le
réseau, il s’agira alors de neurones pacemakers, soit le rythme est généré par les propriétés de

réseau issues des connexions synaptiques des neurones constituant le réseau (Rekling et

Feldman 1998; Rekling et al, 2000). La particularité¢ des neurones pacemaker dans un CPG est
que lorsqu’ils sont spécifiquement bloqués, tout le CPG sera stoppé, alors qu’un réseau dont
le rythme ne repose pas sur les propriétés intrinseques de ses neurones ne sera pas arrété si
une population de neurones particuliere est isolée et inhibée (bien qu'il puisse étre fortement
déstabilis¢). Cependant, il ne serait pas avisé de voir le fonctionnement de ces deux modéeles
de CPG comme étant totalement différents, car ils possédent certains mécanismes similaires
qui permettent la rythmogénése. Parmi ces mécanismes, on retrouve un certain nombre de

courants ioniques participant a I’activité rythmique des neurones appartenant a un CPG.

Il y a les courants sodiques persistants ou INaP, les courants non sélectifs activés par
le calcium ou ICaN, les courants activés par l'hyperpolarisation ou Ih, et les courants

potassiques dépendants du calcium ou IKCa (Figure 10, Lu et Feng 2012). Le courant entrant

INaP fait partie des courants sodiques voltages dépendants qui permettent la génération et la
conduction des potentiels d’action des cellules excitables. Celui-ci a la particularité de ne pas
s’inactiver ou de le faire de manicre lente. Ce courant est notamment impliqué dans la
rythmogénése du CPG respiratoire, locomoteur et masticateur (Figure 10-AC). Plus

spécifiquement, le blocage des courants INaP dans le complexe de pré-botzinger abolit
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l'activité des neurones pacemakers de cette zone et stoppe la respiration (Del Negro et al,

2002; Koizumi et Smith 2008), mais aussi affaiblit l'activit¢ de décharge des différents

neurones spinaux impliqués dans I'oscillation de la locomotion (Kuo et al, 2006). Les ICaN
sont des courants entrants activés par une ¢lévation en calcium cytoplasmique, permettant de
larges courants entrants transportés par le sodium et ont une activation et inactivation lente. Il
a ¢ét¢ montré que ces courants étaient impliqués dans le CPGr en générant une commande
rythmique lorsque les conditions sont normales, alors que lorsqu'il y a un milieu pauvre en

oxygene, la rythmogénese repose sur les courants INaP (Pena et al, 2004). Les courants Th

sont activés par l'hyperpolarisation des cellules et permettent d'induire une rampe de
dépolarisation afin d'initier le cycle d'activité suivant. Lorsque 'on bloque ces canaux dans le
ganglion stomatogastrique du homard, on observe une baisse importante de l'activité du

réseau (Peck et al. 2006). Les IKCa sont des courants sortants fondamentaux pour la

régulation de l'excitabilité neuronale. Ils permettent 'hyperpolarisation cellulaire en fonction
de la concentration de calcium intracellulaire en ouvrant des courants potassiques. On peut
retrouver deux types de courant IKCa déterminés par leur fagcon de s'inactiver : les "Big
conductance voltage- and calcium-gated potassium channel" ou BK-Ca qui s'inactivent en
fonction de leur dépendance intrinséque au voltage, et les "Small conductance calcium-gated
potassium channel" ou SK-Ca qui s'inactivent grice a la diminution du calcium intracellulaire

(Vergara et al, 1998). Il a été montré que le blocage des SK-Ca réduisait I'hyperpolarisation

qui suit la décharge des neurones produisant le rythme de nage pour la lamproie, et du CPG

masticateur et locomoteur spinal chez le rat (EI Manira et al, 1994; Cazalets et al, 1999; Del

Negro et al, 1999). D'autres types de courants sortants sont aussi importants pour la

terminaison de la décharge neuronale, comme les courants potassiques de fuite,

particulierement importants pour la régulation de la fréquence respiratoire (Koizumi et Smith
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2008). En effet, la réduction de l'activité de ces canaux entraine une accélération de la

fréquence respiratoire.

L’ensemble de ces courants permet de générer les activités rythmiques de ces
différents CPGs : des potentiels d'actions rapides et soutenus dans le temps (INaP et ICaN),
des mécanismes robustes d'hyperpolarisation (IKCa), puis une ré-initiation du rythme apres
I'hyperpolarisation (Ih) (Figure 10). Le facteur qui permettra de franchir le seuil d'activation
de ces canaux varie en fonction du type de réseau : il sera intrinséque s'il s'agit de cellules

pacemaker a la base de la rythmogénése ou bien synaptique s'il s'agit de propriétés de réseau.

Une certaine balance entre ces mécanismes est essentielle (Smith et al, 2000; Rubin et al,
2009), et ceux-ci peuvent étre modulés voire inhibés par différents facteurs. En effet, ces
courants peuvent activer d'autres courants qui ne sont pas affectés par le potentiel
membranaire, et les neurotransmetteurs utilisés par ces réseaux peuvent activer des cascades

intracellulaires secondaires modifiant le comportement de ces canaux ioniques.

Les cellules gliales peuvent €également €tre impliquées dans ces réseaux complexes. En
effet, on sait aujourd'hui que les cellules gliales expriment des canaux ioniques voltage

dépendants, des récepteurs AMPA ainsi que des pompes ioniques (Wigley et al, 2007; Kadala

et al, 2015) et que ceux-ci exercent un role dans diverses fonctions telles que 'apprentissage,

l'intégration sensori-motrice ou 1'épilepsie (Fellin et al, 2006; Takata et al, 2011; Min et

Nevian 2012). Le role de la glie dans 'homéostasie ionique est particulierement intéressant
concernant les générateurs de rythme. Les changements de concentration des principaux ions
qui régulent 1’activité cérébrale exercent d’énormes effets sur I’excitabilité neuronale et sont
déterminants pour le mode de décharge de l'activité neuronale. Or les cellules gliales sont
impliquées dans la régulation de différents ions, dont le potassium et le calcium (Auld et

Robitaille 2003). L'activation des canaux calciques des cellules gliales provoque le

repompage du calcium contenu dans la fente synaptique (Smith 1992). C’est dans ce contexte
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que I’équipe du docteur Kolta s'est intéressée au role de la glie dans le CPG de la mastication
et a montré qu’en modulant la concentration extracellulaire de calcium, les cellules gliales

influencent de fagon déterminante 1’activité de décharge des neurones générant le rythme

masticateur (Kolta et al, 2010). Cette régulation du calcium extracellulaire jouerait un role
critique dans le fonctionnement des courants INaP, affectant le rythme de la mastication.
D’autres ¢études ont révélé que les changements de concentration de calcium extracellulaire

affectaient le CPG locomoteur spinal chez le rat (Brocard et al, 2013) et le CPGr de la souris.

Chez la souris une augmentation de calcium extracellulaire dans le complexe de pré-botzinger

provoque une réduction du rythme respiratoire (Panaitescu et al, 2009). Ainsi, l'activité gliale

semble étre importante pour le fonctionnement des réseaux rythmiques.
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Chapitre 3 : Activité musculaire et controle nerveux de la
respiration

I. Aspects mécaniques de la respiration

La ventilation pulmonaire est réalisée grace a une succession de mouvements de
I’appareil respiratoire ou cycles respiratoires. Chaque cycle respiratoire se compose d’une
inspiration ou ’air pénétre a ’intérieur des poumons et d’une expiration ou ’air est exhalé
hors des poumons pour rejoindre 1’air atmosphérique. On considére classiquement que pour
une respiration au repos, l’inspiration est une phase active et I’expiration est une phase
passive. En réalité, le cycle respiratoire est plus complexe que cela car la phase expiratoire
doit étre scindée, d’un point de vue mécanique, en une phase dite d’expiration précoce (ou
post-inspiration), cette phase étant active, et une phase dite d’expiration tardive, cette derniére

¢tant passive.

Ci-dessous, nous présenterons brievement chacune des trois phases du cycle
respiratoire et détaillerons 1’action des principaux muscles impliqués ainsi que leurs

conséquences sur 1’appareil respiratoire et le déplacement de 1’air.

- L’inspiration se fait principalement grace a ’activité du diaphragme (voir la premiere
partie de I’introduction pour les détails anatomiques des muscles respiratoires). En effet, le
diaphragme joue un rdle de piston et la contraction de ce seul muscle est responsable
d’environ 75% du mouvement d’inspiration. En se contractant, le diaphragme effectue une
course vers le bas (de 1 a 3 cm chez I’Homme) ce qui exerce une pression sur la cavité
abdominale mais permet surtout au thorax d’effectuer un mouvement d’expansion dans les
trois dimensions de I’espace. Cette expansion du thorax et par la-méme des poumons entraine
alors une légere dépression intra-pulmonaire (quelques millimetres seulement en dessous de la

pression atmosphérique) ce qui provoque l’entrée d’air dans les poumons. L’action du
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diaphragme peut étre complétée par la musculature dite accessoire, dont les muscles
intercostaux externes qui soulévent les cotes et participent ainsi a I’expansion de la cage
thoracique. Lorsque I’inspiration est forcée, comme c’est le cas lors d’un effort physique,
d’autres muscles sont recrutés pendant la phase inspiratoire : les muscles sterno-cléido-
mastoidiens, les scalénes, le petit et grand pectoral, ainsi que le petit et le grand dentelé.
L’action conjointe de tous ces muscles permet d’effectuer un mouvement inspiratoire de
grande ampleur et de mobiliser ainsi le volume inspiratoire de réserve en plus du volume
courant. De maniere importante, les muscles des voies aériennes supérieures contribuent au
bon déroulement de I’inspiration. Leur action combinée permet en effet d’augmenter le
diamétre des voies aériennes supérieures et de diminuer la résistance au passage de I’air dans
les poumons. Cette diminution de résistance se fait grice a un mouvement d’aplatissement
et/ou de protrusion de la langue, d’une dilatation du pharynx ainsi que d’une abduction du

larynx, cette derniere entrainant une augmentation du diamétre de la fente glottique.

- La post-inspiration ou expiration précoce est caractérisée par le relachement des
abducteurs du larynx et la contraction des adducteurs du larynx. Cette adduction correspond
au rapprochement 1’une de I’autre des cordes vocales entrainant le rétrécissement de la fente
glottique. Cette adduction est maximale des le début de I’expiration puis diminue au fur et a
mesure, permettant ainsi 1’ouverture progressive du larynx. L’adduction laryngée posséde un
double role : elle permet d’une part de limiter la vitesse d’exhalation de I’air, et par la-méme
de prolonger les échanges gazeux alvéolo-capillaires, et d’autre part, en évitant un
dégonflement pulmonaire trop brutal, elle contribue a éviter I’atélectasie (ou collapsus
alvéolaire). Nous verrons également plus loin que cette phase du cycle respiratoire est
¢galement essentielle a 1’expression de comportements non-respiratoires nécessitant les

mémes muscles, tels que la déglutition, la toux ou encore la vocalisation (Gestreau et al, 1996;

Gestreau et al, 2000; Gestreau et al, 2005).
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- L’expiration tardive est essentiellement passive lors d’une respiration de repos. En effet,
le relachement des muscles inspiratoires, dont le mouvement du diaphragme vers I’intérieur
du thorax, ainsi que la force ¢élastique de recul de la cage thoracique et des poumons,
provoquent une légere surpression intra-pulmonaire suffisante pour que 1’air sorte des
poumons. Lors de cette phase, les adducteurs du larynx étant également relachés, I’air exhalé
ne rencontre donc pas de résistance particuliere au niveau des voies aériennes supérieures.
L’expiration tardive peut cependant devenir active lorsque la demande métabolique augmente.
Dans ce cas, on observe principalement une activation des muscles abdominaux. La
contraction des muscles abdominaux, ainsi que le recrutement des muscles intercostaux
internes (abaisseurs des cotes), permettent d’augmenter la pression intra-abdominale,
déplacant le diaphragme plus loin dans le thorax, ce qui augmente la pression intra-

pulmonaire et mobilise le volume de réserve expiratoire en plus du volume courant.

II. Le développement du réseau respiratoire

Les mouvements respiratoires chez les Mammiféres sont générés par [activité
rythmique d’un réseau de neurones situé¢ dans le tronc cérébral appelé le « générateur central
d’activité respiratoire » ou CPGr. Ce réseau fait 1’objet d’une maturation au cours du
développement. Dans ce chapitre, nous allons décrire le fonctionnement du réseau respiratoire,
depuis son émergence au cours de la gestation jusqu’au stade adulte, ainsi que les principaux

mécanismes permettant sa modulation.

Chez les mammiferes, la respiration doit étre opérationnelle des la naissance. Cosmi et
al, (2003) a montré des évidences chez I’'Homme : des mouvements respiratoires étaient
présentes des le S5éme mois de gestation, tels que des mouvements thoraciques et du liquide

amniotique dans les cavités nasales (Rigatto 1992). Chez le rongeur, une étude a montré
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qu’un embryon agé de 16 jours (E16) présenté a 1’air libre était capable de présenter des
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Figure 11 : Structuration développementale du complexe de préBotzinger et du RTN/pFRG. (A)
Schéma représentant la structuration du complexe de préBotzinger et du RTN/pFRG pendant le
développement dans I’axe antéro-postérieur (AP) et I’axe dorso-ventral (DV). Pendant I’embryogénese,
le rhombencéphale est divisé dans I’axe AP en rhombomeres (rl a r7) définis par différents facteurs de
transcription tels que MafB et Egr2. Dans I’axe DV, différents domaines (ou populations de neurones)
tels que dB2 et VO sont définis par d’autres facteurs de transcription tels que Phox2b, Lbx1 et Dbx].
(Adapté de Mellen et Thoby-Brisson, 2012). (B) Activité du noyau parafacial embryonnaire (e-pF) en
condition contrdle (gauche) et en condition Erg2 KO (droite) a E15,5. Les images 1 et 3 illustrent le
tronc cérébral isolé¢ in vitroet la région ou Dactivité calcique est analysée (rectangle blanc).
L’agrandissement de cette région correspond aux images 2 et 4. Celles-ci montrent 1’activité¢ de I’e-pF
(rouge) et du noyau moteur facial (nVII, bleu). Les tracés en dessous des images témoignent des
variations de fluorescence au cours du temps de I’e-pF (rouge) et du nVII (bleu) en condition contrdle et
Erg2 KO. On remarque 1’absence d’activité de I’e-pF en condition Erg2 KO, ainsi que le maintien d’une
activité du nVII dont le rythme est plus faible (Adapté de Thoby-Brisson et al, 2009). (C) Activité des
neurones du complexe de pré-botzinger (preBotC) mesurée a E15,5 a partir de tranches de tronc cérébral
isolées in vitro chez des souris contréle et Dbx1 KO (panels 5 et 7). Les panels 6 et 8 mgptrent les
variations de fluorescence des neurones mesurées dans le preBotC. On note 1’absence d’activité du
preBotC en condition Dbx1 KO. Le tracé noir représente 1’enregistrement extracellulaire (ExtraC) de la
zone correspondant au preBotC. (Adaptée de Bouvier et al, 2010).



respiratoires basiques, mais ne pouvait pas survivre, alors qu’a E18, les embryons étaient
capables de respirer de maniere plus complexe et de survivre si les conditions étaient propices

(Viemari et al, 2003). Ainsi, le réseau respiratoire est bien présent et fonctionnel avant la

naissance. Les études faites chez le rongeur soutiennent I’hypothése que le réseau respiratoire
embryonnaire est composé¢ de deux oscillateurs en interaction : le groupe respiratoire
parafacial (pFRG aussi appelé epF lorsqu’il s’agit du stage embryonnaire pour « embryonic

parafacial respiratory group ») (Onimaru et Homma 2003) et le complexe preBotzinger

(preBotC) (Smith et al, 1991).

A. Stade embryonnaire

Le développement de puissants outils génétiques a permis de déterminer 1’Age auquel
se mettent en place le PreBotC et 1’epF dans le tronc cérébral (Figure 11). En effet, la
manipulation de certains genes impliqués dans la formation des neurones du PreBotC et de
I’epF a permis d’étudier leur développement et leur implication dans le controle central de la

respiration au stade embryonnaire (Gray et al, 1999a; Dubreuil et al, 2008). Par exemple,

I’epF dérive du domaine dB2 du rhombomere 5 et les neurones de I’epF expriment plusieurs
facteurs de transcription, dont Phox2b (lequel permet plus largement d’identifier les neurones

impliqués dans les réflexes autonomes) (Dubreuil et al, 2008; Dubreuil et al, 2009a), Lbx1

(qui permet la structuration antéro-postérieure) (Pagliardini et al, 2008), Atohl ou Mathl

(impliqué dans la caractérisation des cellules neurales et non-neurales) (Dubreuil et al, 2008;

Rose et al, 2009) , ou encore Tshirt3 (ou Tshz3), un facteur de transcription a doigt de zinc

(qui permet le maintien de 1’ion zinc dans les protéines) (Caubit et al. 2010) (Figure 11-A).

Chez les rongeurs, les délétions ou mutations de ces facteurs de transcription conduisent a des
troubles de formation du pFRG/epF et a des défaillances respiratoires (Figure 11-B). Ces
neurones sont glutamatergiques (expriment le transporteur vésiculaire du glutamate VGlut2)

et expriment le récepteur a la substance P (NK1R) (Dubreuil et al, 2008; Dubreuil et al,
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2009b; Stornetta et al, 2009). Le méme procédé a pu étre utilisé pour identifier les neurones

spécifiques du PreBotC (Figure 11-C).

En effet, les neurones du PreBotC proviennent de progéniteurs exprimant le facteur de
transcription Dbx1 et MafB, et leur délétion abolit complétement 1’activité respiratoire, et

résulte en une malformation du PreBotC (Blanchi et al, 2003; Bouvier et al, 2010; Gray et al,

2010). Ces neurones peuvent aussi exprimer VGlut2 et les récepteurs NK1R, ainsi que les

récepteurs a la somatostatine (SST) (Gray et al, 1999a; Stornetta et al, 2003; Bouvier et al,

2010; Gray et al, 2010). Bien que le epF/pFRG et le PreBotC aient des rdles fonctionnels

distincts, ils interagissent pendant la respiration normale. L’interaction entre ces deux noyaux
est nécessaire pendant le développement embryonnaire et a la naissance car une modification

délétere de 1’un des deux résulte en la mort de 1’animal (Blanchi et al, 2003; Pagliardini et al

2008; Thoby-Brisson et al, 2009; Dubreuil et al, 2009a; Rose et al, 2009; Caubit et al, 2010;

Bouvier et al, 2010; Gray et al, 2010). Cependant, plus tard dans le développement post-natal

de I’animal, la perturbation de 1’un ou ’autre des circuits n’est plus létale, montrant qu’un
mécanisme « de secours » peut se mettre en place lorsque le réseau respiratoire est plus

développé (Tan et al, 2010; Bochorishvili et al, 2012). La rythmogénése respiratoire

embryonnaire est possible grace aux propriétés intrinseques des neurones qui constituent ces
deux noyaux. Certains neurones du PreBotC présentent une activité pacemaker (c’est-a-dire
qu’ils peuvent présenter des potentiels d’action de maniere autonome). Cette structure et ses

propriétés émergent a partir du stade E15,5 (Smith et al, 1991; Johnson et al, 1994; Koshiva et

Smith 1999; Thoby-Brisson et Ramirez 2001; Pena et al, 2004; Thoby-Brisson et al, 2005;

Del Negro et al, 2005; Mellen et Mishra 2010). L’activit¢ pacemaker des neurones du

PreBotC est permise grace aux canaux ioniques sodiques persistants INaP et les canaux non

sélectifs activés par le calcium ICaN décrits dans le chapitre 2-111 (Thoby-Brisson et Ramirez

2001; Del Negro et al, 2002; Pena et al, 2004; Del Negro et al, 2005). L epF possede aussi des
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neurones pacemakers dépendants du courant INaP ainsi que du courant Ih (activés par
I’hyperpolarisation) qui jouent un réle important dans la fréquence respiratoire. De plus, des

¢tudes sur tranche d’epF isolé ont montré que 1’epF était actif des le stade E14,5, soit un jour

avant le PreBotC (Onimaru et al, 1989; Thoby-Brisson et al, 2009). On considére aujourd’hui
que I’ePF joue un role important dans 1’initiation du rythme respiratoire embryonnaire. La

précession d’activité de ce noyau lui permettrait d’entrainer le PreBotC (Thoby-Brisson et al

2009). La synchronisation des neurones pacemakers de 1’epF est assurée par des jonctions
GAP, contrairement au mécanisme de synchronisation des pacemakers du PreBotC qui repose
sur une transmission excitatrice glutamatergique. Aussi, les neurones epF recoivent des
entrées excitatrices glutamatergiques provenant du PreBotC, ce qui peut sembler paradoxal
compte-tenu que ces deux structures ne sont pas actives simultanément mais au contraire, sont

en opposition de phase (Thoby-Brisson et al, 2009). De plus, lorsqu’on déconnecte

pharmacologiquement ou mécaniquement ces noyaux, leur fréquence d’activité respective
change, avec I’epF qui augmente en fréquence et le PreBotC qui baisse. Ceci suppose
I’existence de connections réciproques excitatrices et/ou inhibitrices permettant leur couplage

(Onimaru et al, 2003).

De fait, le réseau respiratoire est mis en place des le stade embryonnaire mais il n’est

toutefois pas complétement formé et continue sa maturation apres la naissance.

B. Maturation du réseau respiratoire

A la naissance le réseau respiratoire doit étre fonctionnel, cependant il reste immature.
Passant d’un milieu ou ’apport en oxygene est constant, ou I’environnement s’adapte aux
besoins du feetus pour son développement, le nouveau-né doit soudainement s’adapter lui-
méme a un environnement changeant. De plus, dés la naissance, le réseau respiratoire doit
aussi €tre capable de se coordonner avec d’autres réseaux fonctionnels tels que ceux

permettant la succion ou la déglutition. La maturation du systéme respiratoire est dépendante
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de ce que l’on appelle « la plasticité liée a I’expérience » : la ou le développement

embryonnaire est sous le contrdle génétique (Champagnat et al, 2011), la maturation post-

natale est épigénétique, c’est a dire que I’environnement va influencer la fagon dont les
cellules du réseau vont utiliser ces génes. La naissance est une période critique. L’expérience
acquise au cours de la période critique peut perturber et modifier le développement, alors que
la méme expérience avant ou apres a peu ou pas d’effet. Un exemple connu d’influence
délétere est I’exposition périnatale a 1’hypoxie chez le rat qui va empécher 1’animal de

s’adapter a I’hypoxie dans le futur (Lumbroso et Joseph 2009). La chémo-sensibilité du

nouveau-n¢ est faible et augmente au cours des premieres semaines de vie. L’augmentation de
pression artérielle qui suit I’accouchement provoque ce que I’on appelle une réinitialisation de

la chémo-sensibilité des corps carotidiens (Blanco et al, 1988). De maniére intéressante,

I’augmentation de pression artérielle in utero provoque cette réinitialisation de maniere

précoce, alors qu’une exposition a ’hypoxie a la naissance la retarde (Eden et Hanson 1987,

Blanco et al, 1988; Hertzberg et al, 1992; Sladek et al, 1993).

L’évolution du réseau respiratoire peut €tre observée en perturbant son activité a
différents ages. Chez le rat in vivo I’administration d’allopregnanolone (neurodépresseur)
diminue la fréquence du respiratoire a E20 mais 1’effet de cette drogue est de moins en moins

fort aprés la naissance (Ren et Greer 2006). De plus, nous savons que plusieurs

neurotransmetteurs subissent différentes modifications d’expression aprés la naissance,
notamment un gradient d’expression du GABA, du NMDA ou du glutamate ou encore du

facteur neurotrophique le BDNF, qui augmente avec 1’age (Simakajornboon et Kuptanon

2005; Renn et al, 2006; Wong-Riley et al, 2013), ce qui témoigne de I’évolution du réseau.

Apres la naissance, 1I’epF mature pour devenir le complexe RTN/pFRG (noyau rétro-

trapézoide/groupe respiratoire parafacial). Cette structure ne possede plus de neurones
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pacemakers et ne forme donc plus un générateur de rythme respiratoire chez 1’adulte mais

devient au contraire une sorte

Vue latérale Vue dorsale

Figure 12 : Représentation schématique des structures du tronc cérébral impliquées dans le
controle de la respiration. 5n : nerf trijumeau; 7 : noyau facial; 7n : nerf facial; A5 : groupe neuronal
noradrénergique; Amb : noyau ambigu; AP : area postrema; BotC : complexe de botzinger; PreBotC :
complexe de pré-botzinger, cVRG : groupe respiratoire ventral caudal; rVRG : groupe respiratoire
ventral rostral; DRG : groupe respiratoire dorsal; IS : aire intertrigéminale; Kf : noyau de Kolliker-Fuse;
LPBr : région parabrachiale latérale; LRt : noyau réticulé latéral; Mo5 : noyau moteur du nerf trijumeau;
NTS : noyau du tractus solitaire; pFRG : groupe respiratoire parafacial; RTN : noyau rétrotrapézoide;
SO : olive supérieure; Pn : noyau pontique basilaire; PRG : groupe respiratoire pontique; PiCo :
complexe post-inspiratoire. (Adaptée de Alheid et McCrimmon, 2008).
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d’oscillateur conditionnel, actif principalement pendant 1’expiration tardive (Guyenet et

Mulkey 2010; Pagliardini et al, 2011). Ces données montrent que le développement du réseau

respiratoire se poursuit aprés la naissance et participe a 1’adaptation de I’individu a son milieu.
Ainsi, on considére aujourd’hui que la rythmogénése respiratoire s’explique par des propriétés
hybrides « pacemaker-réseau » ou les connexions synaptiques établies entre de nombreuses
structures respiratoires sont cruciales et ou les propriétés intrinséques de certains neurones,
dont ceux du PreBotC, participent également au maintien et/ou a la modulation de I’activité

respiratoire centrale.

Nous allons donc décrire dans les paragraphes ci-dessous les principales structures

impliquées dans la genése de ’activité respiratoire centrale chez 1’adulte.

III. Le CPG respiratoire adulte

Le cceur du réseau générant le rythme et le pattern moteur respiratoire a trois phases se

compose de multiples structures situées dans le tronc cérébral (Figure 12). On distingue

classiquement la colonne respiratoire ventrale (Ezure et Manabe 1988; Ellenberger et

Feldman 1990; Hayakawa et al, 2004; Morgado-Valle et Beltran-Parrazal 2017; Ghali 2017),

le groupe respiratoire dorsal (Richardson et Mitchell 1982; Lipski et al, 1990; Voss et al,

1990; Ghali 2017) et le groupe respiratoire pontique (Molkov et al, 2017). Ces structures

permettent I’envoi de la commande respiratoire vers les différents muscles respiratoires via
les nerfs craniens ou spinaux décrits dans la premicre partie de l’introduction. Dans les
chapitres qui suivent, nous détaillerons d’abord la localisation des structures qui composent le

CPGr adulte puis I’implication des neurones respiratoires dans les trois phases de 1’eupnée.
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A. Controle périphérique

La commande motrice et sensorielle qui assure la ventilation est contrdlée par
différents nerfs spinaux (NS phrénique et thoraciques), ainsi que par quatre des douze nerfs

craniens (NC V, IX, X et XII).

- Le nerf trijumeau (NC V) innerve notamment le palais via la branche maxillaire
supérieure et permet le retour sensoriel du nez et des lévres. La branche principale du NC V
se divise en six branches collatérales, dont le nerf petit et grand palatin qui innerve le voile du
palais. Pendant la respiration, les muscles du palais permettent une redirection du flux d’air en

fonction des besoins respiratoires.

- Le nerf vague (NC X) se divise en différentes branches, et joue un role dans la
plupart des structures des voies aériennes supérieures. Dans le pharynx, le nerf vague innerve
I’hypopharynx et la région de 1’épiglotte. La branche laryngée supérieure externe (NLSe)
innerve le muscle crico-thyroidien, et la branche récurrente (NLR) les muscles intrinseques et
extrinseques du larynx. L’innervation afférente du larynx est majoritairement contrdlée par le
NLS interne (NLSi), qui est exclusivement sensitive. Le NLS et le NLR voient leur corps
cellulaire situé dans le ganglion plexiforme, au niveau de 1’émergence du NC X du créne.
Pendant I’inspiration, les cordes vocales s’ouvrent grace a I’activité du NLR qui controle les
muscles abducteurs du larynx, alors que pendant la post-inspiration, 1’enregistrement de

I’activité du NLR décrit une adduction des cordes vocales.

- Le nerf glossopharyngien (NC IX) contient des fibres innervant le muscle Muscle
stylopharyngien. La branche de ce nerf qui innerve la langue permet la sensibilité¢ de la

mugqueuse de ’arriere de la langue.

- Le nerf hypoglosse (NC XII) est exclusivement moteur, et trouve son origine

cranienne en passant par le canal condylien antérieur. Celui se divise en différentes branches,
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telle que la branche descendante qui innerve les muscles sterno-cleido-hyoidien et sterno-
thyroidien, la branche qui innerve le muscle thyrohyoidien, celle qui innerve 1’hyoglosse et le
styloglosse, celle qui innerve le géniohyoidien et les branches terminales innervant les
muscles génioglosses et linguaux (inférieur, supérieur et transverse). Pendant I’inspiration, la

langue décrit une action de protrusion, principalement médiée par le muscle génioglosse.

- Le nerf phrénique (NS Phr), ou plutét le nerf phrénique droit et gauche, ont leurs
corps cellulaires localisés dans la moelle épiniére ventrale au niveau des vertebres cervicales
trois a cinq (C3-C5). Le Phr droit longe le muscle scaléne antérieur et le Phr gauche longe
I’artére sous-claviére. Au niveau du cceur, le Phr droit passe au niveau du ventricule droit et
passe via le hiatus de la veine cave vers le diaphragme au niveau de la vertébre thoracique
huit (T8) innervant le dome diaphragmatique droit, tandis que le Phr gauche longe le
péricarde du ventricule gauche et atteint le diaphragme au niveau de son tendon innervant le

dome diaphragmatique gauche (Bains et al. 2022). Le NS Phr permet I’innervation motrice de

tout le diaphragme, et contient les afférences sensorielles des fibres musculaires du
diaphragme et du tendon central. Pendant I’inspiration, la contraction du diaphragme
augmente la pression négative intrapulmonaire provoquant une entrée d’air dans les poumons.

Le diaphragme est au repos pendant 1’expiration et retrouve son état initial.

- Les nerfs thoraciques (NS Th), (a ne pas confondre avec le « nerf long thoracique »),
sont originaires de la moelle épini¢re au niveau des vertebres thoraciques et sont au nombre
de douze. Les onze premiers nerfs thoraciques forment les nerfs intercostaux et innervent les
muscles intercostaux ainsi que les muscles dentelés. Lors de I’inspiration, ces muscles
assistent I’action du diaphragme, et sont actifs aussi pendant 1’inspiration au repos. Pendant
I’inspiration forcée, les muscles dentelés permettent d’élever les cotes d’avant en arriere afin
d’¢longer le thorax. Les six derniers nerfs thoraciques permettent d’innerver les muscles

abdominaux qui sont les muscles expiratoires principaux.
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B. Localisation des structures du CPGr adulte

La colonne respiratoire ventrale

La colonne respiratoire ventrale (CVR) s’étend de maniere bilatérale et rostro-caudale
le long du bulbe rachidien, comprenant a son extrémité basse la moelle épinicre rostrale (-
3,5mm par rapport a 1’obex), jusqu’au noyau facial a son extrémité haute (+4,5mm par

rapport a I’obex) (Feldman et Del Negro 2006). La CVR contient la plus grande quantité de

neurones hétérogenes respiratoires bulbaires du tronc cérébral, et contient les structures
générant le rythme respiratoire. Cette hétérogénéité permet de classer les neurones en
différents noyaux en fonction de leur nature. Parmi la CVR, on retrouve le noyau rétro-
trapézoide/groupe respiratoire parafacial (RTN/pFRG), le complexe de Botzinger (BotC), le
complexe de pré-Botzinger (PreBotC), le noyau ambigu (Amb), la réticulée ou région para-
ambigue (para-Amb), et le groupe respiratoire ventral (GRV) qui se subdivise entre deux

parties, le GRV caudal et rostral (GRVc et GRVr, respectivement) (Alheid et al, 2002;

Monnier et al, 2003; Feldman et Del Negro 2006; Rybak et al, 2008).

- Le complexe de botzinger est connu pour son activité expiratoire. Les premicres
études présentent 1’activité de ces neurones comme produisant 1’expiration tardive et réduisant
I’activité inspiratoire des neurones pacemaker du PreBotC via des projections inhibitrices
(Richter 1982). Il contient des neurones post-inspiratoires qui déchargent de maniére

décroissante (ou « decrementing » en terme anglo-saxon ou Dec Post-I) (Ezure et Manabe

1988), ainsi que des neurones expiratoires tardifs croissants (ou « augmenting » en terme

anglo-saxon ou Aug late-E) (Jiang et Lipski 1990). Les neurones Aug Late-E exercent un

tonus inhibiteur sur les neurones du BotC en lui-méme, envoient une forte commande

inhibitrice au PreBotC et au GRVr (Yang et Feldman 2018) et envoient une commande

excitatrice les pré-motoneurones expiratoires du GRVc, ainsi que sur le groupe respiratoire

pontique (Jiang et Lipski 1990; Nunez-Abades et al, 1993; Molkov et al. 2017). L’ excitation
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directe des neurones du BotC par injection de NMDA ou de glutamate provoque la cessation
précoce de la décharge phrénique, témoignant de son effet inhibiteur sur le cycle respiratoire

(Chitravanshi et Sapru 1999; Monnier et al, 2003). Le BotC est aussi important pour le réflexe

d’Hering-Breuer. Ce réflexe permet d’écourter la phase inspiratoire grace au retour sensoriel

des mécanorécepteurs pulmonaires (Kubin et al, 2006).

- Le complexe de pré-Botzinger est situé directement caudal au BotC et est essentiel

pour la rythmogéneése respiratoire (Smith et al, 1991). Le PreBotC est composé de neurones

glutamatergiques, GABAergiques et glycinergiques qui se dépolarisent spontanément (Gray

et al, 2010; Kuwana et al, 2006; Morgado-Valle et al, 2010) grace aux courants INaP et [CaN

(Toporikova et Butera 2011). La provenance (intra- ou extracellulaire) du calcium permettant

I’activation des ICaN semble modifier les paramétres du rythme respiratoire, avec le calcium
extracellulaire modifiant ’amplitude et le calcium intracellulaire modifiant la fréquence

(Phillips et al, 2019). Ce noyau contient des neurones pré-inspiratoires (pré-I), des neurones

inspiratoires augmentant (I-Aug) et des neurones inspiratoires diminuant (I-Dec) qui

produisent des potentiels d’action de manicre intrinseque (pacemaker), (Morgado-Valle et

Beltran-Parrazal 2017). Les neurones du PréBotC expriment les récepteurs a la substance P

(NKIR), au GABA et aux opioides p, ainsi que des transporteurs vésiculaires de type 2 du

glutamate (VGlut2) (Smith et al, 1991; Sun et al, 1998; Gray et al, 1999b; Guyenet et al,

2002). L’injection de glutamate ou de NMDA dans le PreBotC augmente la fréquence

respiratoire ainsi que l’activité tonique phrénique (Chitravanshi et Sapru 1999). Chez la

chevre, une disruption pharmacologique du PreBotC via injection de substance P et de saporin

provoque une cessation d’activité musculaire respiratoire (Wenninger et al, 2004).

- Le groupe respiratoire ventral est divisé en deux parties, un GRV rostral et un GRV
caudal. Cette dissociation s’est faite par leur activité¢ pendant le cycle respiratoire, le GRVr est

actif pendant I’inspiration, et le GRVc¢ pendant I’expiration (Alheid et McCrimmon 2008).
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* Le GRVr contient des neurones glutamatergiques I-Aug qui projettent de maniére
monosynaptique vers les motoneurones phréniques cervicaux et les motoneurones des

muscles intercostaux externes (Dobbins et Feldman 1994; Bianchi et al, 1995; Iscoe 1998;

Guyenet et al, 2002). Le GRVr contient aussi des neurones inspiratoires exprimant le NK1R,

mais ceux-ci se distinguent de ceux du PreBotC par leur taille et leur pattern de décharge, car

ces neurones sont [-Aug alors que ceux du PreBotC sont pré-I (Alheid et McCrimmon 2008).

L’inhibition pharmacologique de cette zone diminue la fréquence respiratoire (Alheid et

McCrimmon 2008).

* Le GRVc contient des neurones expiratoires augmentant (E-Aug) et diminuant (E-
Dec). Les neurones E-Aug commandent les motoneurones abdominaux et intercostaux

internes (Ezure et al, 2003), et les neurones E-Dec envoient des connections inhibitrices vers

certains neurones inspiratoires de la CVR (Saito et al, 2002; Alheid et McCrimmon 2008).

L’injection de NMDA ou de glutamate dans le GRVc provoque une bradypnée voire une

apnée (Chitravanshi et Sapru 1999).

- Le RTN et le pFRG sont situés au niveau ventral du bulbe rachidien, inférieur du
noyau facial et s’étend un peu de manicre caudale au BotC. Ces deux noyaux sont cités
ensemble car leurs neurones se chevauchent voire se colocalisent et seules leurs fonctions les

différencient (Smith et al, 2009). Les neurones du RTN sont chémosensibles au niveau de

CO2 et de pH sanguin (Chan et al, 2006; Guyenet et Mulkey 2010) et projettent vers les

noyaux de la CRV ainsi que le groupe respiratoire dorsal et pontique (Rosin et al, 2006).

Lorsqu’activés, ces neurones permettent de stimuler la respiration lorsque le niveau de CO2

augmente ou que le pH baisse (Chan et al, 2006). Le NTS envoie des projections des

afférences chémosensibles au RTN afin que I’information y soit traitée (Chan et al, 2006;

Takakura et al, 2006). Le RTN recoit des aussi des afférences sérotoninergiques qui

permettent de faciliter sa réponse face a I’hypercapnie ou I’alcalose (Mulkey et al, 2007). Le
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pFRG, qui chevauche le RTN, contient des neurones Phox-2b et NK1R positifs qui sont a la

fois sensibles aux variations de CO2 et qui déchargent en phase avec la phase pré-inspiratoire

(Onimaru et al, 2006; 2009). Contrairement a son rdle prépondérant pour la rythmogénése

respiratoire chez le nouveau-né, chez I’adulte son role est celui d’oscillateur qui envoie sa

commande pré-inspiratoire vers les neurones du PreBotC (Onimaru et al, 1987, 1988; 2003;

2006; Guyenet et al, 2019).

Le groupe respiratoire dorsal

Le groupe respiratoire dorsal (GRD) consiste en un groupe de neurones actifs pendant
la respiration constituant une colonne bilatérale au niveau dorso-médian du bulbe rachidien,
comprenant une sous-division ventro-latérale du NTS. Cependant cette population de
neurones du GRD est peu dense par rapport a la CRV. On retrouve trois types de neurones
dans le GRD, des neurones I-Aug, des neurones I-Dec et des neurones actifs en phase avec le
remplissage des poumons, les cellules « pompes» ou P-Cells. Les neurones du GRD
modulent ’activité respiratoire en relayant les informations sensorielles aux différents noyaux

de la CRV et au pont (Berger 1977; Bianchi et al, 1995; Li et al, 1999; Arata et al, 2000;

Takakura et al, 2006). La modulation de I’activité respiratoire évoquée par les P-Cells se fait

grace au retour vagal des mécanorécepteurs sensibles a 1’étirement pulmonaire. Le GRD est

d’ailleurs le premier relais d’information du réflexe d’Hering Breuer (Wang et al, 2008). Le

GRD recoit aussi des afférences provenant des chémorécepteurs et barorécepteurs aortiques et
des carotides, renseignant sur la pression artérielle, le pH et la concentration d’O2 et de CO2

sanguin afin d’adapter la respiration aux changements (Orem et Kubin 2000). Le GRD

fonctionne ainsi comme un relais primaire et secondaire important pour les informations
sensorielles viscérales. De plus, beaucoup de neurones inspiratoires du GRD projettent vers la
moelle épiniere, formant des connections excitatrices avec les motoneurones phréniques et

servant ainsi de commande inspiratoire supplémentaire (Berger 2000).
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Le groupe respiratoire pontique

Le réseau respiratoire n’est pas limité aux structures présentes dans le bulbe rachidien.
En effet, de nombreuses études ont montré que le groupe respiratoire pontique joue un role

important dans le contrdle de la phase post-inspiratoire (Dick et al, 1994; Bianchi et al, 1995;

St-John 1998; Dutschmann et Herbert 2006). Ce role a été bien démontré dans le travail de

Smith et collaborateurs (2007). En effet, en pratiquant des transections étagées le long du
tronc cérébral a partir de la préparation in situ, ces auteurs ont montré que le rythme en trois
phases généré par le réseau respiratoire lorsque le tronc cérébral était entier, se transformait
en un rythme a deux phases (Inspiration suivie d’une expiration) apreés une section pratiquée
entre le bulbe et le pont, puis enfin en un rythme a une seule phase (composé d’inspiration
uniquement suivie d’une pause) lorsque la section était pratiquée plus caudalement dans le
bulbe rachidien, entre le BotC et le PreBotC. Il est important de noter qu’aprés la section
bulbo-pontique, la perte de la phase post-inspiratoire s’accompagnait d’un changement du
pattern inspiratoire phrénique, avec la perte de la rampe phrénique en condition normale
eupnéique et 1’apparition d’un pattern apneustique (de forme carrée et de longue durée)

caractéristique de 1’absence des structures du pont.

Le groupe respiratoire pontique (GRP) est composé du noyau de Kolliker-Fuse (KF),

du complexe parabrachial (PB) (Bianchi et al, 1995; Hilaire et al, 2004; Bianchi et Gestreau

2009). Les noyaux PB/KF recoivent de nombreuses projections provenant du NTS ainsi que

des zones cérébrales autonomes et limbiques (Loewy et Burton 1978; Fulwiler et Saper 1984).

Le noyau KF, situé dans la partie dorso-latérale du pont, est le noyau le plus important

du GRP. Le KF projette de maniere étendue sur la CRV (Ezure et al, 1998a; Yokota et al,

2001), c’est un noyau clé pour le traitement de I’information sensorielle du réseau respiratoire.
Le KF recoit des informations somato- et viscéro-sensorielles ascendantes et descendantes

provenant du NTS, des noyaux trijumeaux spinaux, de la moelle cervicale supérieure

73



comprenant les relais principaux pour les informations sensorielles provenant des voies

aériennes supérieures et inférieures et de la téte (Menetrey et Basbaum 1987; Herbert et al,

1990; Slugg et Light 1994; Feil et Herbert 1995; Ezure et al, 1998b; Panneton et al, 2000;

Song et al, 2011). Il est aussi impliqué dans certains réflexes nécessitant une réinitialisation

des phases respiratoires telles que la toux (Shannon et al, 2004), le réflexe d’Hering-Breuer

(Havashi et al, 1996), ainsi que la déglutition (Gestreau et al, 2005; Dutschmann et Dick

2012). La plasticit¢ du controle réflexe de la respiration pendant le retour sensoriel des
mécanorecepteurs a I’étirement pulmonaire est fortement influencée par des neurones

localisés dans le KF (Siniaia et al, 2000). Il est important de souligner que des pré-

motoneurones hypoglosses sont présents dans le KF et sont importants pour 1’activité

respiratoire des motoneurones hypoglosses (Roda et al. 2004; Gestreau et al, 2005). De plus,

chez le rat, le KF module I’activité motrice hypoglosse pré-inspiratoire (Dutschmann et al,

2007).

Le complexe post-inspiratoire

En 2016, Anderson et collaborateurs ont découvert un nouveau réseau de neurones qui

serait impliqué dans la génese de la phase post-inspiratoire et nommé le complexe post-
inspiratoire (ou PiCo de I’ Anglais « post-inspiratory complex »). Le PiCo serait constitué¢ de
neurones cholinergiques situés dans le noyau intermédiaire de la réticulée bulbaire, en avant
et au-dessus du noyau ambigu. Certains neurones du PiCo possedent une activité pacemaker
conditionnelle en rapport avec D’activité post-inspiratoire vagale. Les auteurs de cette
découverte ont proposé I’hypothese du triple oscillateur dans laquelle la genése du rythme
respiratoire reposerait sur le PreBotC et le PiCo dans les conditions de repos (rythme
respiratoire a deux phases) et sur le PreBotC, le PiCo et le pFRG (rythme a trois phases)
lorsque les besoins métaboliques sont €levés et que 1’expiration devient active (Anderson et

Ramirez 2017). Cependant, cette hypothese est loin de faire I’unanimité. En effet, la présence
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du PiCo n’a pour le moment été observée qu’en tranche isolée chez la souris agée de 5 a 10
jours (P5-10). En condition de base, seule une activité sporadique (ou épisodique) du PiCo est

détectée, et ce n’est qu’apres injection de norépinephrine qu’une activité rythmique stable est

enregistrée (Anderson et al, 2016).

En dépit de la centaine de citations de cet article depuis sa parution, une seule étude
réalisée in vivo semble confirmer la présence du PiCo. En effet, Toor et collaborateurs (2019)
montrent que 1’injection d’isoguvacine dans cette région abolit ’activité post-inspiratoire du
nerf vague en condition de repos. Cependant, cette méme injection ne supprime pas 1’activité
vagale en condition d’hypoxie ce qui contredit partiellement [’hypothése d’un triple
oscillateur. Récemment, Dhingra et collaborateurs (2020) ont montré grace a I’utilisation de
potentiels de champs locaux pour enregistrer 1’activité respiratoire du pont et du bulbe qu’ils
pouvaient reconstituer le réseau respiratoire en quatre dimensions et de maniére fonctionnelle.
Les auteurs montrent que les potentiels de champs locaux respiratoires les plus distribués sont
ceux enregistrés lors de la transition de phase inspiration/post-inspiration, ce qui suggere que
les conductances synaptiques de plusieurs zones du réseau respiratoire sont maximales
pendant cette transition de phase. Or le PiCo n’a pu étre reconstitué grace a cette méthode.
Lorsqu’on compare I’implication du KF avec celui du PiCo dans la genese de la post-
inspiration, on peut voir que I’inhibition du KF avec 1’isoguvacine bloque totalement I’activité

post-inspiratoire laryngée (Dutschmann et al, 2021), tandis que I’injection d’isoguvacine dans

le PiCo ne fait qu’affaiblir I’amplitude de I’activité post-inspiratoire (Toor et al, 2019). Il en

est de méme pour I’injection de DAMGO (Anderson et al, 2016), ce qui suggere que le pont

est bien plus important pour la génération de la post-inspiration que le PiCo. Cependant, le
travail de Toor et collaborateurs (2019) suggere que le PiCo est impliqué dans la commande
laryngée lors de la déglutition et que cette structure pourrait faire partie du groupe déglutiteur

ventral (voir plus bas).
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Figure 13 : Schéma illustrant les patterns de décharge des neurones et des nerfs impliqués dans la
respiration lors des trois phases du cycle respiratoire. Pattern de décharge tonique, croissant (aug) ou
décroissant (dec) observés sur différents neurones (tracés du haut). On note I’activité rythmique
croissante ou décroissante des nerfs moteurs (tracés du bas). Les neurones respiratoires sont classés
selon la phase du cycle respiratoire ou ils sont actifs et selon leur pattern de décharge. (Adaptée de Smith
etal, 2013).
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C. La rythmogénese respiratoire adulte

Le réseau respiratoire est distribué¢ dans tout le tronc cérébral (Guyenet et al, 2019)

(Figure 12-14). Le pattern respiratoire en trois phases serait généré par des interconnections
inhibitrices formant un anneau inhibiteur, avec des populations de neurones qui interagissent
entre elles. On retrouve les neurones pré-1, inspiratoires précoces et tardifs, et les E-Aug et E-

Dec (Smith et al, 2007) (Figure 13). Ces réseaux recoivent la commande primaire provenant

des décharges spontanées des neurones pré-1 du PreBotC (Morgado-Valle et Beltran-Parrazal

2017), qui envoient leur commande rythmique vers les neurones I-Aug du GRVr (Molkov et

al, 2017), tout en inhibant les neurones Post-1 (E-Dec) et E-Aug du BotC (Richter et al. 1986;

Schwarzacher et al, 1991; Molkov et al, 2017). Ceci a pour effet de générer une phase

inspiratoire croissante (Molkov et al, 2017). Les neurones post-I1 du BotC envoient une forte

inhibition vers les neurones inspiratoires du PreBotC ainsi que vers les neurones [-Aug de la

GRVr (Molkov et al, 2017). Les neurones post-I du BotC sont principalement glycinergiques

et les neurones E-Aug sont principalement GABAergiques (Ezure et Manabe 1988;

Schwarzacher et al, 1991; Schmid et al, 1996). L’activation séquentielle des neurones [-Aug

et des neurones post-I du BotC permet d’interrompre la phase inspiratoire, on parle alors d’«

off-switch » inspiratoire (Smith et al, 2007; 2009; Marchenko et al. 2016). Les neurones E-

Aug tardifs du BotC exercent une forte commande inhibitrice sur les neurones pré-I et I-Dec

du PreBotC et sur les prémotoneurones I-Aug du GRVr (Jiang et Lipski 1990; Rybak et al,
2014). En bref, les neurones glycinergiques post-I du BotC exercent une commande
inhibitrice sur tous les neurones de la CVR et permettent I’off-switch inspiratoire (Bianchi et

al, 1995; Smith et al, 2007; 2009; Molkov et al, 2017). Les neurones GABAergiques E-Aug

tardifs du BotC inhibent les neurones post-I du BotC (Ezure et Manabe 1988), ainsi que les

neurones inspiratoires (Rybak et al, 2014). Les neurones pré-I du PreBotC permettent la
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décharge des neurones I-Dec précoces, qui eux inhibent les neurones E-Aug du BotC

(Viemari et al, 2011).
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Figure 14 : Exemple de modélisation du réseau respiratoire. Le rythme respiratoire est généré par
I’activité des neurones pré-inspiratoires (pre-I) et inspiratoires (I) du complexe de préBotzinger (pre-
BotC) qui déchargent spontanément. Ces neurones commandent I’activité des neurones respiratoires du
groupe respiratoire ventral rostral (rVRG) et fagonnent le pattern croissant. Les neurones inspiratoires
précoces (early-I) du pre-BotC envoient une commande inhibitrice aux neurones du rVRG. Ces neurones
du pre-BotC recoivent une commande inhibitrice provenant des neurones post-inspiratoire (post-I) et
expiratoires tardifs croissants (aug-E) du complexe de botzinger (BotC). Les neurones post-I recoivent
une commande excitatrice tonique provenant du noyau de Kolliker-Fuse (situé dans le pont) et du groupe
respiratoire parafacial (pFRG). Les neurones post-I et aug-E du BotC présentent des interactions
inhibitrices réciproques. Les neurones expiratoires tardifs (late-E) du pFRG envoient une commande
excitatrice vers les pré-motoneurones du groupe respiratoire ventral caudal (cVRG), permettant
I’activation des motoneurones innervant les muscles abdominaux. Les neurones du pFRG actifs pendant
la phase pré-inspiratoire (pre-I) envoient une commande excitatrice vers les neurones pre-I1 du pre-BotC
et permettent aussi 1’expiration tardive lors d’hypercapnie. Les neurones [-aug et late-I du rVRG
envoient une commande pré-motrice aux motoneurones inspiratoires du noyau moteur phrénique,
hypoglosse et intercostal. AbN : nerf abdominal ; NTS : noyau du tractus solitaire ; P(e) : pumps cells
excitatrices ; P(i) : pumps cells inhibitrices ; pFRG : groupe respiratoire parafacial ; PN : nerf phrénique ;
pre-I/I : neurones pré-inspiratoire/inspiratoire pacemaker ; PSRs : récepteurs sensibles a I’étirement
pulmonaire ; ramp-I : neurones inspiratoire déchargeant en rampe ; RTN : noyau rétro-trap&oide ;
VRC : colonne respiratoire ventrale. (Adaptée de Molkov et al, 2014).



Ces mécanismes d’inhibition sont critiques pour maintenir les 3 phases de 1’eupnée et

donc I’intégrité fonctionnelle du réseau respiratoire.

D. La phase inspiratoire

L’enregistrement de 1’activit¢ du nerf phrénique permet de mettre en évidence la
commande inspiratoire transmise par le CPGr au diaphragme, ce dernier €tant le principal
muscle de I’inspiration. Lors de ’inspiration, on constate une augmentation progressive, dite
"en rampe", de D’activité du nerf phrénique. Cette activité en rampe s’explique par plusieurs
mécanismes. Le premier est dii aux neurones excitateurs pacemakers du PreBotC actifs avant
et pendant I’inspiration. Ces neurones inspiratoires déchargent de maniere croissante (ou en
rampe ; ramp-I) et excitent les neurones du GRVr, dont la population principale est constituée

de neurones prémoteurs bulbo-spinaux inspiratoires (Figure 14, Molkov et al, 2014). Ces

neurones projettent vers les motoneurones phréniques et les excitent donc de manicre

croissante (Molkov et al, 2017). Le deuxiéme est dii a une inhibition des neurones I-Aug

provenant d’interneurones actifs vers le début de I’inspiration et/ou déchargeant de maniére

décroissante pendant I’inspiration (Bayliss et al. 1994; Duffin et al. 1995). Leur activité

décroissante au cours de I’inspiration expliquerait donc la désinhibition progressive des
neurones [-Aug, favorisant 1’activité en rampe de cette sortie motrice (Figure 14). Enfin, il est
¢galement possible qu’un processus d’auto-réexcitation existe pour les neurones [-Aug grace
a des collatérales d’axones présentes sur ces mémes cellules et responsables de synapses axo-

somatiques (boucle d’amplification).

E. L’expiration précoce ou post-inspiration

L’apparition de la post-inspiration se fait grace a I’inhibition des neurones
inspiratoires par les neurones E-Dec du BotC (Figure 13). L’activité de ces neurones n’est

pas synchrone. Certaines cellules déchargent en fin d’inspiration, d’autres plutot au début de
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la post-inspiration, ce qui expliquerait que la cessation d’inspiration ne soit pas brutale (Ezure
1990). L’activité des neurones E-Dec est permise par la levée d’inhibition progressive des I-

Dec, ainsi que par la commande phasicotonique provenant du pont (Dutschmann et al, 2014;

Molkov et al, 2017) (Figure 14). De plus, I’activité¢ des mécano-recepteurs vagaux sensibles a

I’étirement pulmonaire favorise 1’apparition de la phase post-inspiratoire (Kubin et al, 2006).
Cependant, I’initiation de la post-inspiration via le groupe respiratoire pontique s’effectue
méme en I’absence de ce feedback pulmonaire. C’est notamment le cas dans les études faites

sur la préparation perfusée in situ ou les poumons sont retirés (Gestreau et al, 2005) (Figure

14).

F. L’expiration tardive

La décharge décroissante des E-Dec entraine une levée d’inhibition progressive des
neurones E-Aug du BotC. Ces derniers inhibent en retour les neurones inspiratoires du
PreBotC, les neurones I-Aug du GRVr et du GRD, ainsi que les interneurones inhibiteurs I-
Dec de la CVR (Figure 14). Ceci a pour conséquence de mettre fin a la phase post-
inspiratoire, de maintenir 1’arrét inspiratoire et de favoriser la persistance de D’activité
expiratoire. De plus, les E-Aug du BotC inhibent directement les motoneurones phréniques.
Vers la fin de la phase expiratoire tardive les neurones pré-I et inspiratoires du PréBotC
commencent a recevoir un input excitateur di a la levée d’inhibition des neurones E-Dec,
ainsi qu’a un phénomene d’échappement a I’inhibition, et commencent a s’activer. Ceci
provoque une forte excitation des neurones inhibiteurs [-Dec de la CRV. Ces derniers vont
alors provoquer une vague inhibitrice sur les neurones post-inspiratoires et E-Aug, favorisant

ainsi la transition entre 1’expiration et 1’inspiration (Smith et al, 2013) (Figure 14).
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Figure 15: Les différentes phases de la déglutition. (A) Représentation schématique des trajets
empruntés par 1’air (panel du haut) et par le bolus alimentaire (panel du bas) dans les voies aériennes
supérieures. Les chiffres entourés représentent les étapes principales permettant d’effectuer une
déglutition saine, avec 1) la fermeture de la bouche permettant d’établir une pression intrabuccale, 2)
I’abaissement du voile du palais permettant la fermeture du nasopharynx, 3) la fermeture des cordes
vocales empéchant le passage du bolus dans la trachée, et 4) le passage du bolus dans I’cesophage facilité
par I’¢lévation de ’os hyoide et I’ouverture du sphincter supérieur de I’cesophage. (Adaptée de Brin et
al, 2018). (B) Représentation schématique d’enregistrements électromyographiques de muscles
impliqués dans les phases bucco-pharyngées et cesophagiennes de la déglutition chez le chien non
anesthésié. On remarque que les muscles impliqués dans la phase bucco-pharyngée sont actifs de
maniere presque synchrone pendant une courte période de temps, tandis que les muscles impliqués dans
le péristaltisme lors de la phase cesophagienne montrent une séquence de contraction beaucoup plus
lente. (Adaptée de Jean, 2001).
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Chapitre 4 : Activité musculaire et controle nerveux de la
deglutition

La déglutition est une activité motrice essentielle et complexe qui nécessite une
organisation précise de l'activité neuronale et musculaire. Plus de 30 paires de muscles sont

simultanément ou séquentiellement activés pendant la déglutition (Dodds et al, 1990; Jean

2001). Ces muscles sont responsables des mouvements volontaires et involontaires des
différents organes impliqués dans cette tiche. Comme dans les chapitres précédents dédiés a
la respiration, nous aborderons d’abord bri¢vement 1’activit¢é musculaire indispensable a la
réalisation des mouvements de déglutition, puis nous détaillerons les aspects

neurophysiologiques de cette activité motrice.

Nota bene : Contrairement aux nombreuses données de la littérature sur la maturation
du réseau respiratoire, relativement peu d’études se sont intéressées au développement
embryonnaire du réseau de la déglutition. Cette thématique n’ayant pas été abordée dans
cette these, les aspects concernant la maturation du réseau de la déglutition au cours du

développement ne seront pas abordés dans cette introduction.

I. Aspects mécaniques de la déglutition

La déglutition se produit en quatre phases, dont une phase dite de préparation et trois

phases principales (Figure 15, Brin-Henry et al, 2018). La déglutition commence par la prise

orale des aliments (liquides ou solides) et se termine par 'arrivée des aliments dans l'estomac
(Figure 15-A). Parmi les principales structures anatomiques nécessaires a la déglutition
présentées dans la premiere partie de I’Introduction, on peut citer les lévres, la machoire, la
langue, le palais mou, le larynx, le pharynx et le sphincter cesophagien supérieur. Tous les
composants doivent fonctionner parfaitement dans un court laps de temps (0,6 a 1,0 s) afin de

garantir une ingestion sire des aliments et des liquides (Jean 2001; Lang 2009). La
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compréhension de la biomécanique et de la neurophysiologie de la déglutition est essentielle
au diagnostic et a 1'évaluation de la déglutition chez les patients atteints de dysphagie. La
complexité des processus de déglutition est souvent artificiellement divisée en €tapes pour
conceptualiser cette chaine ininterrompue d'événements biomécaniques. Les trois
composantes principales sont les phases orale, pharyngée et cesophagienne (Perlman 1997)
(Figure 15B). Certains chercheurs détaillent davantage les étapes de la déglutition et
distinguent la phase préparatoire orale et la phase de transit oral (ou linguale) au sein de la

phase orale (Leopold et Kagel 1997; Jeri 1994). D'autres intégrent les processus qui

précedent l'introduction du bolus dans la cavité buccale comme une partie importante de la

déglutition nommeée phase pré-orale (Leopold et Kagel 1997; Daniels et Huckabee 2014).

- La phase pré-orale est une phase de préparation et fait référence aux mécanismes
intrinséques et extrinséques qui se produisent avant 1'ingestion du bolus. Il s'agit notamment

de la reconnaissance du bolus par la vue et I'odorat (Daniels et Huckabee 2014). L'anticipation

de l'ingestion, combinée aux stimuli olfactifs et visuels, active les zones corticales
correspondantes, telles que le cortex olfactif, le cortex visuel, le thalamus et les cortex
sensoriels primaires et d'association, connus pour influencer les comportements de déglutition

(Huckabee et Doeltgen 2012). Les entrées visuelles et olfactives pré-digestives entrainent une

augmentation de la production salivaire et une protection précoce des voies respiratoires

(Ebihara et al, 2006; Ushioda et al, 2012).

- La phase orale est exécutée de maniere semi-automatique mais peuvent étre
contrdlées de manicére volontaire a n'importe quel stade car elle implique le CPG de la
mastication (Miller 2013). Celle-ci comprend l'administration orale de nourriture liquide, sa
manipulation et sa formation en un bolus, ainsi que le transport du bolus dans le pharynx

(Perlman 1997; Ertekin et Aydogdu 2003). La base de la langue s'éléve pendant la

manipulation du bolus, limitant ainsi I'entrée du bolus dans le pharynx, ce qui est important
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pour la protection des voies respiratoires. De plus, la fermeture labiale permet de contenir le
bolus vers l'avant et est nécessaire a I'établissement de la pression intra-buccale indispensable
au transfert du bolus (Perlman 1997). Une fois préparé, le bolus est déplacé par des

contractions intrinséques et extrinséques des muscles de la langue dans un mouvement

antérieur a postérieur contre le palais dur et vers le pharynx (Taniguchi et al, 2013). La durée
globale de la phase orale s'adapte en fonction des caractéristiques du bolus et passe d'environ

0,5 s pour les liquides (Dodds et al, 1990) a environ 20 s pour un bolus solide (Palmer 1998).

Le transit oral pris isolément, c'est-a-dire uniquement le temps ou le bolus est propulsé hors
de la cavité buccale aprés avoir été préparé, dure moins de 0,5 s pour les liquides mais se

prolonge avec l'augmentation de la consistance du bolus (Dantas et al, 1990).

- La phase pharyngée est marquée par le début de I'excursion hyolaryngée, ¢’est-a-dire

lorsque le larynx et I’hyoide se déplacent vers le haut et vers ’avant (Daniels et Huckabee

2014). Cette excursion est permise grace a la contraction des muscles supra-hyoidiens et des

muscles thyro-hyoidiens (Pearson et al, 2012). Parmi ces muscles, le mylohyoide, le

géniohyoide et le digastrique antérieur jouent un réle important dans le mouvement ascendant

de I'hyoide et du larynx pendant la déglutition (Pearson et al. 2011; Inokuchi et al, 2014). Sur

la base de I'imagerie vidéo-fluoroscopique d'adultes en bonne santé, la déglutition pharyngée
débute généralement lorsque le bolus atteint I'aspect inférieur du ramus de la mandibule

(Stephen et al, 2005; Martin-Harris et al, 2007). La contraction conjointe de ces muscles

submentaux (mylohyoide, géniohyoide et digastrique antérieur) est également importante
pour stabiliser le plancher buccal lors du mouvement rapide de la langue vers la paroi
pharyngée postérieure (rétraction linguale), ce qui aide a pousser le bol alimentaire de

l'oropharynx vers le laryngopharynx (Pearson et al, 2012). D'autres muscles suprahyoidiens,

comme le stylohyoide et le digastrique postérieur sont également impliqués dans 1'élévation

du complexe hyolaryngé pendant la phase pharyngée de la déglutition, mais avec un role
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moins important (Pearson et al, 2012). La contraction des muscles temporaux est observée

lors de la phase pharyngée de la déglutition (Doty et Bosma 1956; Jean 2001; Inokuchi et al

2014). Parallelement, les voies aériennes sont protégées par la fermeture et la compression du
larynx a plusieurs niveaux, notamment la fermeture des plis vocaux, des faux plis vocaux, des
cartilages aryténoides, des plis aryépiglottiques et de 1'épiglotte, afin d'empécher les aliments

ou les liquides de pénétrer dans la trachée (Daniels et Huckabee 2014).

Cependant, il existe une variabilité considérable dans relation entre le début de la
déglutition pharyngée et la localisation anatomique du bolus au sein d'un méme individu et

entre individus (Stephen et al, 2005). Cette relation est influencée par les caractéristiques du

bolus (Hamdy et al, 2003) et le retour sensoriel (Daniels et al, 2007). Par exemple, un got

acide augmente 1'entrée sensorielle dans le cortex et abaisse donc le seuil de déclenchement de

la déglutition (Kajii et al, 2002). Une fois initiée, la phase pharyngée est caractérisée par une

séquence rapide d'événements qui se chevauchent (Daniels et Huckabee 2014). Apres

I’abaissement de la base de la langue et l'entrée du bolus dans le pharynx, le bolus est pressé
vers la zone cricopharyngée par le rapprochement de la base de la langue et de la paroi
pharyngée postérieure grace aux muscles stylohyoide, digastrique postérieur, styloglosse et
glossopharyngien (Jean 2001). Simultanément, la fermeture du sphincter entre 1’oropharynx
et le nasopharynx est obtenue par la contraction des muscles palatopharyngiens et les muscles
¢lévateurs du voile du palais (Kahrilas 1993). Ces actions provoquent 1’augmentation de la

pression pharyngée (Perlman 1997). Le pattern moteur pharyngé est principalement

involontaire (Gay et al, 1994; Lamvik et al, 2015).

- La phase cesophagienne commence lorsque le bolus traverse le sphincter cesophagien
supérieur ; le bolus peut alors progresser de 1’cesophage a 1’estomac grace au péristaltisme

cesophagien (Daniels et Huckabee 2014). Cette étape est sous controle neuromusculaire

involontaire et sa durée varie, chez I’ Homme, entre 8 et 20 secondes selon le type de bolus
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(Dodds et al, 1973). Une fois que le bolus a atteint 1'extrémité caudale de I'cesophage, le

sphincter cesophagien inférieur se relache et permet le transfert du bolus dans I'estomac.

II. Controle nerveux de la déglutition

Les phases motrices caractéristiques de la déglutition sont controlées par deux parties
du systéme nerveux : le systéme nerveux périphérique (SNP) et le systéme nerveux central
(SNC). Dans le SNP, les NC transmettent les informations sensorielles afférentes et les
signaux moteurs efférents essentiels a la déglutition. Ces signaux sont médiés par une
interaction entre le CPG de la déglutition (CPGd) situé dans le tronc cérébral et le cortex. Le
pattern moteur de base pour la déglutition généré par le CPGd peut étre modulé par d'autres

structures corticales et sous-corticales du SNC (Jean 2001).

A. Controle périphérique

Le controle sensorimoteur de la déglutition est assuré par huit des douze nerfs craniens
(NC I, II, V, VII, IX, X, XI, XII). Certains de ces nerfs craniens ont des composantes
sensorielles (afférentes) ou motrices (efférentes), mais la majorité d'entre eux transmettent a la

fois des informations sensorielles et motrices (Wilson-Pauwels et al, 2002).

- Les nerfs olfactif (NC I) et optique (NC II) transportent des informations sensorielles
sur I'odeur et la vue de 1'aliment ou de la boisson. Ces informations sont principalement regues
pendant la phase pré-orale de la déglutition. Contrairement a tous les autres NC, les noyaux
nerveux du NC I et du NC 1II sont situés dans le cerveau et non dans le tronc cérébral (Ten

Donkelaar 2011).

- Le nerf trijumeau (NC V) est le plus large NC et se divise en trois branches :

ophtalmique, maxillaire et mandibulaire (Wilson-Pauwels et al, 2002). Ces deux derniéres

sont impliquées dans la déglutition. La branche maxillaire transporte exclusivement des

informations sensorielles de la région du maxillaire, des joues, de la lévre supérieure, des

86



dents supérieures, du palais dur, des gencives et des muqueuses de la bouche (Ten Donkelaar

2011). La branche mandibulaire transmet les informations sensorielles de la région

mandibulaire, y compris le menton, la lévre inférieure, les dents inférieures, les deux tiers

antérieurs de la langue, les gencives et les muqueuses de la bouche (Ten Donkelaar 2011). La
composante motrice de la branche mandibulaire innerve le muscle tenseur du voile du palais
et les muscles de la mastication qui assurent la fermeture de la machoire (masséter, temporal
et ptérygoidien médial) ou I’ouverture de la machoire (mylohyoidien, digastrique antérieur,

ptérygoidien latéral) (Sasegbon et Hamdy 2017). Cette branche motrice innerve deux des trois

muscles submentaux et joue donc un rdle crucial dans I'excursion hyolaryngée.

- Le nerf facial (NC VII) a des composantes motrices et sensorielles divisées en cinq
branches : temporale, zygomatique, buccale, mandibulaire marginale et cervicale (Wilson-

Pauwels et al, 2002). De plus, le NC VII innerve les buccinateurs, les zygomatiques,

l'orbicularis oris, le risorius, le stylohyoide et le digastrique postérieur (Sasegbon et Hamdy

2017). La relaxation de l'orbicularis oris et l'activation des muscles faciaux accessoires, si
nécessaire, permettent la prise orale de bolus de différentes tailles. L'activation de l'orbicularis
oris tout au long de la phase orale crée une étanchéité labiale empéchant le déversement de

liquides ou d'aliments hors de la bouche (Matsuo et Palmer 2015). La contraction du

stylohyoide et du digastrique postérieur soutient les mouvements de la base de langue vers le
haut et vers le bas, ainsi que le mouvement supérieur de 1'hyoide, nécessaire pour contenir le

bolus oral et transférer celui-ci vers le pharynx (Pearson et al, 2012). Les fibres sensorielles

du NC VII transmettent les informations gustatives des deux tiers antérieurs de la langue

(Wilson-Pauwels et al, 2002). De plus, le NC VII a également un role parasympathique et est

responsable du contréle de la production de salive des glandes submandibulaires et

sublinguales (Wilson-Pauwels et al, 2002).
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- Le nerf glossopharyngien (NC IX) innerve peu de régions motrices et sensorielles de
manicre isolée ; sa contribution la plus importante est d’étre un composant du plexus
pharyngé lorsqu'il est associ¢ au NC X. De manicre isolée, le NC IX transporte des

informations sensorielles de I'entrée du pharynx, y compris le palais mou et I'amygdale, ainsi

que la sensation et le golt du tiers postérieur de la langue (Wilson-Pauwels et al, 2002). La
composante motrice de ce nerf innerve uniquement le muscle stylopharyngien (Finsterer et
Grisold 2015). La contraction de ce muscle éleve le larynx, raccourcit et dilate le pharynx. En
outre, le NC IX innerve de maniére parasympathique la glande salivaire parotide (Finsterer et

Grisold 2015).

- Le nerf vague (NC X) est le plus long des nerfs craniens et se compose de
nombreuses branches. Trois branches dans le cou contribuent a la déglutition. La branche
pharyngienne s'unit au nerf glossopharyngien pour former le plexus pharyngien, les deux
autres branches constituent le nerf laryngé supérieur (NLS) et le nerf récurrent (NLR). Le
NLS transporte les informations sensorielles des régions supérieures du larynx, y compris les

plis vocaux (Finsterer et Grisold 2015). La fonction de ce nerf est particulierement importante

pour détecter 1'invasion potentielle d'aliments ou de liquides avant et pendant la déglutition.
En outre, le NLS innerve les muscles cricothyroidiens, ce qui est important pour I'abduction
des plis vocaux, permettant la respiration avant et apres la déglutition. Avec le NC IX, le NLS
innerve également le muscle cricopharyngien (ou sphincter supérieur de 1’cesophage),
entrainant une contraction tonique au repos et une relaxation pendant la phase pharyngée de la

déglutition (Sasegbon et Hamdy 2017). Les fibres sensorielles du NLR fournissent des

informations perceptives du larynx sous le niveau des plis vocaux, y compris les segments
cervicaux de l'cesophage et de la trachée. Les aliments ou les résidus qui pénetrent dans les
voies respiratoires seront ainsi détectés par ce nerf et pourront étre ¢liminés par le réflexe de

toux. Le NLR innerve les muscles laryngés intrinseéques, les interaryténoides, les
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thyroaryténoides et les cricoaryténoides, tous trois nécessaires a l'adduction des plis vocaux
pendant la déglutition (i.e. adduction du larynx indispensable a la protection des voies

respiratoires) ou la production de la voix (Perlman 1997).

- Plexus pharyngien (NC IX et NC X) ou PP est formé par les nerfs vagaux et

glossopharyngiens afférents et efférents (Daniels et Huckabee 2014). Les radicelles nerveuses

émergent des noyaux du NC dans la médulla latérale (Wilson-Pauwels et al, 2002). Le PP

joue un rdle crucial pour de nombreux mécanismes de déglutition dans la phase pharyngée. Il
transporte des informations sensorielles provenant de I'ensemble de 1'oropharynx et du
laryngopharynx, ce qui est important pour percevoir le bolus dans le pharynx et pour prévenir
l'aspiration. La composante motrice de ce plexus innerve les muscles élévateurs du voile du
palais qui sont partiellement responsables de la fermeture du sphincter entre 1’oropharynx et le
nasopharynx et qui contribuent de mani¢re importante au systéme de pression pharyngé
(Perlman 1997). En outre, le PP active le muscle palatoglosse empéchant le déversement
prématuré du bol dans le pharynx et le muscle glossopharyngien qui permet le rapprochement
de la base de la langue et de la paroi pharyngée, ce qui génere une pression sur le bolus

pendant la réponse pharyngée (Daniels et Huckabee 2014). Enfin, le PP innerve le

salpingopharyngé, le palatopharyng¢ et les trois muscles constricteurs du pharynx (supérieur,
moyen et inférieur), ce qui permet le raccourcissement supraglottique et la compression du

bolus (Daniels et Huckabee 2014).

- Le nerf hypoglosse (NC XII) n'a que des connexions motrices avec tous les muscles
intrinséques (muscle transverse, longitudinale et verticale) et la plupart des muscles

extrinseques de la langue (génioglosse, styloglosse, hyoglosse) (Wilson-Pauwels et al, 2002).

Les muscles intrinseques donnent a la langue différents contours et contribuent ainsi a la

formation et a la propulsion du bolus dans le pharynx (Felton et al, 2007). Les muscles

extrinseques de la langue déplacent la langue dans différentes directions a l'intérieur de la

89



cavité buccale par le biais de 1'¢lévation, la protrusion et la rétraction de la langue (Felton et al,

2007).

- L’anse cervicale (NC XII, C1, C2) est une combinaison de fibres provenant du nerf

hypoglosse et des deux premiers nerfs spinaux cervicaux (Dodds et al, 1990). Elle décrit une

fine boucle nerveuse dans la paroi antérieure de la gaine carotidienne qui relie la racine

supérieure (prolongement du NC XII) a la racine inférieure (issue des nerfs rachidiens
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Figure 16 : Schéma représentant le générateur central de la déglutition. L’information sensorielle
provenant de certains nerfs craniens (V, VII, IX, X) et d’aires supra-médullaires rejoint le groupe
déglutiteur dorsal (DSG) situé dans le noyau du tractus solitaire (NTS). Le DSG active ensuite le groupe
déglutiteur ventral (VSG) situé dans le bulbe ventrolatéral (VLM). Le VSG distribue ensuite la
commande déglutitrice vers les motoneurones des nerfs craniens V, VII, IX, X, XII ainsi que certains
motoneurones situés aux niveaux C1-C3 de la moélle épiniere. (Adaptée de Ertekin et Aydogdu, 2003).
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cervicaux). Les fibres de 1’anse cervicale s'étendent vers la partie inférieure du larynx et

innervent les muscles infrahyoidiens (omohyoide, sternohyoide, sternothyroide, thyrohyoide)

et le géniohyoide (Daniels et Huckabee 2014). Par conséquent, 1’anse cervicale contribue a
l'excursion hyolaryngée et stabilise I'hyoide par I'innervation des muscles de la sangle pendant

['ouverture de la machoire.

B. Controle central de la déglutition

Le contréle nerveux de la déglutition - en particulier le fonctionnement précis du
CPGd - est moins bien connu que celui de la respiration. Les études antérieures ont montré
que le cceur du CPGd se situe dans le tronc cérébral, comme en témoignent les expériences
chez I’animal décérébré, in vivo ou in situ, ou la phase bucco-pharyngée de la déglutition (ou

déglutition fictive) est préservée (Grelot et al, 1992; Gestreau et al, 1996; Gestreau et al

2005; Bautista et Dutschmann 2014; Bautista et al, 2014) (Figure 16). Cependant, le

phénotype des neurones déglutiteurs, les connections synaptiques entre les différentes
structures nerveuses impliquées dans la déglutition, ainsi que les neurotransmetteurs utilisés
sont largement méconnus. En revanche de nombreuses études chez ’homme ont permis de
préciser le rdle des structures supra-pontiques dans la phase orale de la déglutition,
I’intégration sensorimotrice et la modulation du réflexe de déglutition. Le role de ces

différents ensembles de structures sera brievement résumé ci-dessous.

a. Le CPGd du tronc cérébral

Les fibres afférentes et efférentes des NC V, VII, IX, X, XI et XII se terminent ou
proviennent de la représentation bilatérale de leurs noyaux dans le tronc cérébral (Daniels et

Huckabee 2014) (Figure 16). La majorité de ces noyaux sont organisés en deux régions au

sein du bulbe rachidien, a savoir les groupe déglutiteur dorsal et ventral (Jean 2001; Sasegbon

et Hamdy 2017). 11 s’agit de régions interconnectées capables de se synchroniser
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bilatéralement et formant le CPGd. Le CPGd génére un pattern moteur de base de la

déglutition qui peut étre modifi¢ par des entrées provenant d'autres zones sous-corticales ou

corticales du cerveau (Hamdy et al, 1999; Jean 2001).

En détail, les fibres afférentes des NC VII, IX et X transmettant les informations
sensorielles de la cavité orale, du larynx et du pharynx convergent dans le NTS dans le bulbe

rachidien dorsal (Sasegbon et Hamdy 2017). Le NTS regoit aussi des informations

sensorielles viscérales du NC V (Bieger et Neuhuber 2006). Le NTS et la formation
réticulaire adjacente font partie du groupe dorsal de la déglutition dans le bulbe rachidien
(Jean 2001). Etant un noyau sensoriel primaire, ou relais d’intégration des informations
viscérales, le NTS est essentiel pour l'initiation et I'organisation de la déglutition (Jean 2001).
Le NTS communique avec un autre composant majeur du centre de déglutition du tronc
cérébral : le noyau ambigu (NA) et la réticulée bulbaire adjacente. Le NA contient les noyaux
moteurs primaires des NC IX, X et XI, avec des connexions efférentes associ¢es au NC VII,

NC V et NC XII (Jean et al, 1983). Le NA et la région réticulée adjacente constituent le

groupe ventral de la déglutition (Jean 2001). Ces neurones ne peuvent pas générer la s€quence
motrice de déglutition mais ils recoivent cette commande issue des neurones du CPGd, puis la
distribuent alors aux différents motoneurones et muscles impliqués dans la déglutition

(Sasegbon et Hamdy 2017).

b. Le cortex

La recherche en neuro-imagerie a identifi¢ de multiples régions corticales actives
avant et pendant la déglutition. Ces structures comprennent le cortex moteur primaire (M1), le
cortex somatosensoriel (S1), l'aire prémotrice, 1'aire motrice supplémentaire (SMA), le cortex
cingulaire antérieur et postérieur, le cortex préfrontal, l'insula et le cortex temporopolaire

(Hamdy et al, 1999; Malandraki et al, 2009). Cependant, la plupart des études utilisant

l'imagerie cérébrale pendant la déglutition souffrent de leur incapacité a différencier
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l'activation corticale pour les composantes volontaires du contrdle oral et la réponse
pharyngée de la déglutition. Le cervelet posséde des voies efférentes directes a M1 et regoit

des entrées de M1 et S1 dans un systeme de boucle corticale pour 1'exécution du mouvement

(Allen et Tsukahara 1974). Une activation du cortex sensorimoteur est systématiquement

rapportée pendant la déglutition volontaire (Humbert et Robbins 2007; Soros et al, 2009). Au
sein de ces zones, la plus grande activation en IRMf a ¢été trouvée dans les représentations

somatotopiques oropharyngées de ces cortex (Hamdy et al, 1999; Mosier et Bereznaya 2001;

Furlong et al, 2004).

L'TIRM fonctionnelle sur des patients ayant subi un accident vasculaire cérébral a
révélé que les 1ésions cérébrales acquises dans I'hémisphére gauche étaient principalement
responsables des difficultés de la phase orale et que les 1ésions de I'hémisphére droit étaient
associées aux difficultés de la phase pharyngée, entrainant également une aspiration plus

fréquente (Robbins et al, 1993). Les chercheurs soutiennent que lI'hémisphere gauche est

responsable des aspects oraux plus volontaires de la déglutition et que I'hémisphere droit est
davantage impliqué dans le contréle de la phase pharyngée plus réflexe de la déglutition.
Dziewas et ses collegues (2003) ont rapporté une forte activation de 1'hémisphére gauche
pendant la déglutition volontaire d'eau infusée oralement. En revanche, les auteurs ont signalé
une activation plus bilatérale pendant la déglutition réflexe, I'eau étant infusée par voie
transnasale dans le pharynx directement. Les résultats de ces études suggerent que la
latéralisation hémisphérique pourrait étre une fonction de l'implication volontaire dans la
déglutition. Cependant, la justification neurophysiologique de cette latéralisation

hémisphérique probable pendant la déglutition n'a pas €té trouvée et reste a étudier.

c. Le cervelet

Cette structure sous-corticale jouerait un role dans la modulation de la déglutition

(Rangarathnam et al, 2014). De nombreuses études suggérent une relation entre les lésions
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cérébelleuses et les troubles de la déglutition. Par exemple, Alberts et Collaborateurs (1992)
ont analysé le risque d'aspiration en fonction de l'emplacement de la Iésion, y compris le
cervelet, apres un accident vasculaire cérébral. Douze de ces patients présentaient des 1ésions
cérébelleuses (petits et gros vaisseaux, artere cérébelleuse inférieure postérieure) sur I’IRM et
plus de 60 % des patients présentant des 1ésions cérébelleuses présentaient des aspirations
trachéales. Malheureusement, les chercheurs n'ont pas décrit combien de patients présentaient
une atteinte cérébelleuse isolée ou accompagnée de lésions supplémentaires dans d'autres

parties du cerveau susceptibles de contribuer aux symptomes de la dysphagie.

Outre les résultats d'Alberts et Collaborateurs (1992), plusieurs études de cas isolés ont
¢galement signalé des troubles de la déglutition chez des patients présentant des lésions de
l'artere cérébelleuse inférieure postérieure (PICA), I'une des principales artéres alimentant le

cervelet (Massey et al, 1984; Nagahiro et al, 1993). Néanmoins, la PICA et l'artére

cérébelleuse inférieure antérieure (AICA) alimentent €galement des structures du tronc
cérébral importantes pour la déglutition. La PICA alimente la surface inférieure postérieure de
I'hémisphere cérébelleux, la partie ipsilatérale du vermis inférieur et le bulbe rachidien ventral
(incluant le NA et la réticulée adjacente), crucial pour les sorties motrices dans la déglutition

via les NC IX, X et XII (Savoiardo et al, 1987). L'AICA alimente le pédoncule cérébelleux

moyen et la partie latérale inférieure du pons (y compris le noyau et le nerf NC VII)

(Savoiardo et al, 1987). Une lésion de I'AICA conduit souvent, sur le plan clinique, a un

syndrome pontin inférieur latéral, entrainant des symptomes dysphagiques (Savoiardo et al

1987). 11 est donc difficile de déterminer les substrats neuraux précis qui sous-tendent les

troubles de la déglutition chez les patients présentant des lésions de la PICA ou de I'AICA.

En résumé, les 1ésions du cervelet peuvent contribuer aux symptdmes de la dysphagie,
et éventuellement causer la dysphagie de manicére isolée, mais cela n'a pas été

systématiquement évalué. L'apport sanguin vasculaire partagé et la proximité anatomique
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pourraient prédisposer les patients a une lésion du tronc cérébral en présence d'une lésion
cérébelleuse. Une description détaillée de la localisation des lésions est nécessaire pour
analyser et rapporter les résultats impliquant le cervelet dans la déglutition. Jayasekeran et
Collaborateurs (2011) ont démontré une connexion non seulement fonctionnelle mais aussi

anatomique entre le cervelet et le cortex moteur primaire chez 16 individus sains (Jayasekeran

et al, 2011). La stimulation magnétique transcranienne (SMT) appliquée sur le cervelet avant
la stimulation motrice corticale a provoqué une réponse plus importante des potentiels
évoqués moteurs pharyngés (PEMP) par rapport aux PEMP évoqués a partir du cortex moteur

uniquement.

Cela implique que le cervelet joue le role d'un facilitateur de 1'impact cortical sur la

déglutition (Jayasekeran et al. 2011). Dans une revue récente, Rangarathnam et

Collaborateurs ont discuté du role potentiel du cervelet dans la déglutition (Rangarathnam et

al, 2014). En plus des preuves de l'activation du cervelet pendant la déglutition, les auteurs
consideérent également la connectivité anatomique et fonctionnelle avec d'autres zones du
cerveau. Ils ont proposé que le cervelet complete le contréle moteur de la déglutition avec ses
nombreuses connexions aux régions sensorimotrices corticales et aux structures sous-

corticales.

III. La déglutition nutritive et non-nutritive

La déglutition peut étre nutritive (DN) ou non (DNN), c’est-a-dire qu’elle implique ou
non le passage d’un bol alimentaire (liquide ou solide) de la cavité buccale jusqu’a I’estomac.
La DNN permet d’évacuer 1’accumulation de la salive, mais aussi de protéger les voies
aériennes inférieures en nettoyant le carrefour aérodigestif ; Logiquement, la DNN peut

apparaitre pendant le sommeil (Nishino 1993; Ertekin et al, 2001; Ertekin et Aydogdu 2003;

Thach 2005; Reix et al, 2006; Lang 2009). D’un point de vue physiologique, seules les deux
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premicres phases de la déglutition (phase pré-orale et orale, voir Chapitre 4 partie 1 de
I’introduction) different entre la DN et la DNN. En effet, la présence du bol alimentaire dans
la cavité buccale nécessite un temps de préparation important et est associ¢ a une activité
complexe des afférences périphériques plus un contrdle cortical lors de la DN, ce qui n’est pas
le cas lors de la DNN. La DNN est donc plutot déclenchée par la stimulation des afférences
pharyngolaryngées et ne présente donc pas les phases pré-orale et orale. En revanche, les
phases pharyngée et cesophagienne correspondent a une séquence motrice stéréotypée,
entierement sous le contrdle du réseau bulbaire de la déglutition, ces phases étant identiques

entre les deux types de déglutitions (Pehlivan et al, 1996; Jean 2001; Lang 2009).

La fréquence d’apparition des DN dépend de la volonté de I’individu a se nourrir. En
revanche, I’apparition des DNN semble étre constante et étalée sur la journée, allant de 1 par
minute en moyenne pendant I’éveil, a 3 par heure pendant le sommeil chez 1’adulte (Pehlivan

et al, 1996; Sato et Nakashima 2006; Afkari 2007). Cette baisse de production des DNN

s’expliquerait par une diminution de 1’accumulation de salive pendant la nuit (Sato et

Nakashima 2006). Le déclenchement des DNN dépend a la fois du volume de salive

(constituant un seuil), du temps de sécrétion salivaire permettant d’atteindre le seuil, et de
I’urgence a déglutir créée par I’excitation des récepteurs du carrefour aérodigestif (Kapila et al,

1984; Rudney et al, 1995).

La coordination entre la déglutition et la respiration est essentielle. Un Chapitre est
d’ailleurs dédi¢ a ce sujet (Voir Chapitre 5 de I’introduction). Brieévement, la déglutition
provoque un arrét respiratoire appelé « apnée de déglutition », et la déglutition apparait

préférentiellement en début de phase expiratoire (Nishino et Hiraga 1991; Terzi et al, 2007).

Chez I’Homme adulte, cette coordination semble ne pas varier entre les DN et les DNN, en
dehors du fait que lorsque les DN se répétent elles peuvent prolonger la durée de 1’apnée de

déglutition (Terzi et al, 2007). Une autre étude réalisée chez ’Homme indique cependant que
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les DNN peuvent apparaitre pendant la phase inspiratoire durant le sommeil (Nishino 1993).
Chez I’agneau nouveau-né in vivo, il existe une différence de coordination entre la respiration
et les DN et DNN. En effet, chez cet animal, les DNN apparaissent majoritairement pendant
la phase inspiratoire et lors de la transition inspiration-expiration, alors que les DN sont
davantage distribuées tout au long du cycle respiratoire, avec majoritairement des déglutitions
inspiratoires, pré-inspiratoires et expiratoires précoces, certaines déglutitions apparaissant au

cours d’une longue pause apnéique (différente de 1’apnée de déglutition) (Bernier et al, 2012;

Brisebois et al, 2014).

Il est intéressant de noter qu’en condition pathologique telle que la maladie de
parkinson, les DNN apparaissent de moins en moins souvent et semblent découplées de

I’accumulation de salive (Huxley et al, 1978; Shaker 2006). Cette diminution du nombre de

DNN entraine alors un mauvais nettoyage de l'accumulation salivaire, or, ces patients peuvent
aussi souffrir de dysphagie, ce qui augmente drastiquement les risques d'aspiration trachéale
lorsque ces deux symptdmes sont présents, et particulierement lors du sommeil. (Levring

Jaghagen et al, 2003; Sato et Nakashima 2009). Différentes ¢études faites chez 1’agneau

prématuré ont montré que différentes variables pouvaient influencer 1’apparition des DNN. En
effet, ’hypercapnie semble augmenter la fréquence d’apparition des DNN, alors que la

stimulation des récepteurs bronchopulmonaire semble 1’inhiber (Duvareille et al, 2008;

Samson et al, 2008).
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Chapitre 5 : La coordination entre la respiration et la
deglutition

Manger, déglutir et respirer sont des taches motrices quotidiennes, apparemment
simples, mais nécessitant en réalit¢ un haut degré de coordination d’un point de vue
musculaire et nerveux. La déglutition prévaut sur la respiration, dans le sens ou on ne peut

déglutir et respirer en méme temps (Nishino et al, 1985; Nishino et Hiraga 1991; McFarland

et Lund 1995). La respiration cesse brievement pendant la déglutition et lorsque I’on boit un
bolus liquide, la déglutition commence habituellement pendant la phase expiratoire de la
respiration. La pause respiratoire se poursuit pendant 0,5 a 1,5 s durant la déglutition, et la

respiration reprend avec la réinitialisation de I’expiration (Selley et al, 1989; Klahn et

Perlman 1999; Martin-Harris et al, 2005). Cette reprise en expiration est considérée comme

I’un des mécanismes qui empéchent 1’inhalation de nourriture restant dans le pharynx apres la

déglutition (Shaker et al, 1992). Cependant, lorsqu’on avale de manicre répétée en buvant

dans une tasse, la respiration peut reprendre avec I’inspiration (Dozier et al, 2006). Manger

des aliments solides modifie également le rythme respiratoire. Le rythme est perturbé avec le
début de la mastication. La durée du cycle respiratoire diminue pendant la mastication, sauf

s’il y a mastication suivie d’une déglutition (Smith et al, 1989; McFarland et Lund 1995;

Matsuo et Palmer 2009). La relation temporelle « expirer-avaler-expirer » persiste pendant le

repas mais les pauses respiratoires sont plus longues et commencent souvent de fagon

importante avant le début des déglutitions (Palmer et Hiiemae 2003; Charbonneau et al, 2005;

Matsuo et al, 2008).

L’¢tude de la déglutition s’est principalement concentrée sur les aspects
physiologiques et neuroanatomiques, ainsi que sur leur association avec la respiration.
Puisque la déglutition et la respiration partagent des muscles et des structures anatomiques

communes, ces deux fonctions sont nécessairement coordonnées. Il existe différentes facons

98



pour la déglutition et la respiration d’interagir de maniere coordonnée. Comme cela a été

précisé plus haut, la plupart
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Figure 17 : Illustration schématique de la coordination respiration-déglutition. Les activités
nerveuses recueillies lors de la respiration et la déglutition sont schématisées en noir et en gris,
respectivement. L’activit¢ du nerf phrénique (Phr), moteur du diaphragme, témoigne de la phase
inspiratoire centrale (I). L’activité respiratoire du nerf vague (X) s’observe lors des phases I et post-
inspiratoire (ou expiratoire précoce, E1). Elle permet les mouvements d’abduction puis d’adduction du
larynx. L’activité I du nerf hypoglosse (XII) assure les mouvements de protrusion et/ou d’aplatissement
de la langue. La phase expiratoire tardive (E2) est marquée par 1’absence de décharge des nerfs Phr, X et
XII en lien avec la respiration. La déglutition (Sw) se caractérise par un pic de décharge visible sur les
nerfs X et XII qui correspond, respectivement, a I’adduction du larynx et a la rétraction de la langue. La
déglutition se produit préférentiellement lors des transitions de phase du cycle respiratoire. Plusieurs
types de coordination peuvent étre observés : la déglutition apparait fréquemment lors de la transition de
phase I et E1 (dénommé ici [-Sw-Exp), elle se produit assez souvent plus tard en expiration lors de la
transition E1-E2 (Exp-Sw-Exp), elle peut également interrompre la phase inspiratoire en cours (Interrupt
I). Une augmentation du risque de dysphagie (ou fausse route alimentaire) est associée au déclenchement
de la déglutition lors de la transition E2-1 (Exp-Sw-I), ou encore au milieu de la phase I (I-Sw-I). (Fait
avec Photoshop).
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des déglutitions isolées se produisent pendant I’expiration, puis réinitialisent la durée de
I’expiration. De maniére intéressante, Martin-Harris et collaborateurs ont montré qu’il était
possible d’entrainer des patients atteints de dysphagie chronique a déglutir pendant la phase

expiratoire (Martin-Harris et al, 2015).

Nous avons vu que la déglutition commengait par un basculement de la langue vers
I’arriére et que I'élévation du pharynx et du larynx, le basculement de I'épiglotte et la
fermeture de la valve glottique permettaient de fermer les voies aériennes inférieures. De
nombreuses études chez I’Homme et I’animal ont montré que les déglutitions se produisaient
de fagon préférentielle lors des transitions de phase du cycle respiratoire, le moment précis du
déclenchement de la déglutition pouvant varier en fonction de I'urgence respiratoire (Dick et

al, 1993; Paydarfar et Buerkel 1995; Ono et al, 1998; Feroah et al, 2002a; Martin-Harris et al,

2005; Roberge et al, 2007; Wheeler Hegland et al, 2009; Bonis et al, 2011; Wheeler Hegland

et al, 2011; Yagi et al, 2017). Dans I’ensemble, cinq types de déglutitions ont été proposés

(Figure 17) :

- Les déglutitions apparaissant pendant la post-inspiration (I-Sw-Exp)

- Les déglutitions apparaissant pendant la phase expiratoire (Exp-Sw-Exp)

- Les déglutitions apparaissant pendant la phase inspiratoire sans I’interrompre (I-Sw)

- Les déglutitions apparaissant avant 1’inspiration (Exp-Sw-I)

- Les déglutitions interrompant 1’inspiration (interrupt-I ou I-Sw-I)

Il est important de noter que les deux derniers types de déglutition, celles survenant
juste avant I’inspiration (Exp-Sw-I) ou pendant I’inspiration (interrupt-I ou I[-Sw-I) sont
associées a un risque €levé d’aspiration trachéale et sont fréquemment rencontrées chez les

patients atteints de dysphagie (Terzi et al, 2007; 2010; Nishino 2012).
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Figure 18 : Exemple de deux neurones du NTS actifs pendant la respiration et la déglutition. Signal
brut et seuillé (tri€) issus de I’enregistrement extracellulaire de deux types de neurones inspiratoires
situés dans le noyau du tractus solitaire (NTS) actifs pendant la respiration et la déglutition (encadré).
(A) Neurone inspiratoire tardif (I-tardif). (B) Neurone inspiratoire croissant (I-Aug). Les signaux
intégrés (f) représentent 1’activit¢ EMG du muscle mylohyoidien (élévateur de 1’os hyoide) et
thyrohyoidien (élévateur laryng€) témoins de I’activité déglutitrice. L’activit¢ EMG intégrée du
diaphragme montre des bouffées croissantes qui correspondent a la phase inspiratoire et une activité
résiduelle lors de la déglutition (également appelée « Schluckatmung ». (Adaptée de Pitts et al, 2018).
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Nous avons vu dans les chapitres précédents dédiés aux CPGr et au CPGd que le NTS
contenait a la fois des neurones respiratoires et des neurones déglutiteurs. Le NTS est le

premier relais d’intégration des afférences du nerf laryngé supérieur (plus particulierement le

noyau interstitiel du NTS) (Berger 1977; Bellingham et Lipski 1992). Nous supposons donc
que le NTS représente une structure clé impliquée dans I’interaction entre la respiration et la
déglutition. Des enregistrements intracellulaires de neurones inspiratoires du NTS ventro-
latéral réalisés chez le chat in vivo ont montré qu’environ 80% d’entre-eux sont dépolarisés et

actifs pendant I’inspiration et la déglutition (Gestreau et al, 1996). D’autres études ont

confirmé¢ que les neurones du NTS sont impliqués dans Dl’intégration des informations
afférentes li¢es a la déglutition, la genése de la déglutition dont la propagation bilatérale de

I’excitation, et les interactions respiration-déglutition (Saito et al. 2002; Hashimoto et al,

2019; Fuse et al, 2020; Yamamoto et al, 2021; Kinoshita et al, 2021). Des neurones actifs

pendant 1’expiration et la déglutition, ainsi que d’autres qui sont actifs pendant 1’expiration et
inhibés pendant la déglutition ont aussi été enregistrés dans le NTS et ces derniers ne

semblent pas nécessaires a I’expression de la déglutition (Sugiyama et al. 2011). Ces résultats

indiquent que les CPGr et CPGd partagent certains éléments neuronaux (Oku et al, 1994;

Gestreau et al, 1996; Saito et al, 2002; Sugiyama et al, 2011) (Figure 18).

L’activité des divers neurones du NTS, activés ou inhibés pendant la déglutition,
pourrait agir comme un filtre pour faciliter ou inhiber I’initiation des déglutitions a différentes

phases du cycle respiratoire.

Les afférences vagales semblent participer a ce role de filtre car elles jouent un rdle
important dans le controle de I’occurrence de la déglutition. En effet, la mise en jeu des
récepteurs sensibles a I’étirement pulmonaire (en augmentant le volume des poumons ou en
appliquant une pression d’air positive) affecte la coordination entre la respiration et la

déglutition et réduit I’apparition de déglutitions spontanées (Kijima et al, 2000; Samson et al,
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2005; 2008). Chez le chat décérébré, paralysé et ventilé artificiellement, la manipulation des
afférences vagales, en imposant différents types de ventilation pulmonaire synchronisée ou

non avec la phase inspiratoire centrale, a permis de démontrer que I’inflation pulmonaire

exerce une modulation négative sur le déclenchement de la déglutition (Horton et al, 2018).
Ces observations sont en faveur d’une inhibition du CPGd par les afférences vagales
pulmonaires, un phénoméne encore appelé « gating périphérique » de la déglutition.
Cependant, les mécanismes responsables de la coordination entre la respiration et la
déglutition sont encore mal définis. En plus des mécanismes périphériques, d’autres
mécanismes d’origine centrale permettent certainement d’empécher le développement de la
déglutition pendant la phase inspiratoire et de permettre le meilleur couplage entre ces deux

fonctions.

Nous avons déja souligné que la déglutition s’accompagne d’une apnée. La fermeture
du larynx bloque le flux respiratoire et empéche également le bol alimentaire de pénétrer dans
la trachée. Une apnée de longue durée peut également étre induite par la stimulation du nerf
laryngé supérieur, laquelle est capable de déclencher la déglutition rythmique. Il existerait
donc plusieurs composantes a cette apnée. On doit cependant considérer que 1’apnée de courte

durée qui accompagne chaque déglutition est d’origine centrale.

En effet, des études en vidéo-fluoroscopie ont pu attester que le flux d’air était nul

plusieurs millisecondes avant la fermeture laryngée (Martin-Harris et al, 2003). De plus, cette

apnée de courte durée est toujours présente chez des patients laryngectomisés (Hiss et al

2003). Concernant I’apnée de plus longue durée observée lors de la stimulation du nerf
laryngé supérieur, I’étude de Sun et collaborateurs (2011) a montré que I’inhibition des
neurones du BotC (ou de la voie allant du NTS au BotC) supprimait cette apnée mais
n’affectait pas le déclenchement des déglutitions (Figure 19). Il découle de ces résultats que

la stimulation de la voie périphérique permettant de déclencher la déglutition contribue a
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I’arrét des décharges inspiratoires via le NTS et le BotC. Cependant, il est intéressant de

souligner que dans ces
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Figure 19 : Effet de microinjections d’isoguvacine sur P’activité du nerf phrénique et du nerf
laryngé récurrent pendant la respiration et la déglutition induite par la stimulation unilatérale du
nerf laryngé supérieur. (A) Activités des nerfs phrénique (PHR) et laryngé récurrent (NLR) lors de la
stimulation du nerf laryngé supérieur (NLS) en condition contrdle. On note que la stimulation du NLS
provoque une apnée en plus de la déglutition ryhtmique. (B) Effet d’une microinjection d’isoguvacine
dans le complexe de botzinger (BotC) ipsi-latéral. On note que I’apnée est réduite. (C) Microinjection
d’isoguvacine dans le NTS contra-latéral et le BotC ipsi-latéral. On note la disparition de I’apnée et la
persistance de la déglutition ryhtmique. (D) Effet initial de la stimulation du NLS retrouvé apres 60
minutes de récupération. (E) Microinjection unique d’isoguvacine dans le NTS contra-latéral montrant
aucun effet sur I’apnée induite par la stimulation du NLS. Les sites d’injection d’isoguvacine ont été
marqués au bleu de pontamine (indiqués par les fleches sur les coupes d’anatomie). NAc = formation
compacte du noyau ambiguu ; XII = noyau hypoglosse. (Adaptée de Sun et al, 2011).
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expériences, la coordination entre la respiration et la déglutition n’est pas perturbée de fagon
majeure. En effet, on note une succession de cycles « inspiration-déglutition-expiration »
témoignant de la persistance d’un fort couplage entre ces deux fonctions (Figure 19-C). Ce
couplage pourrait étre li¢ a I’existence de connexions réciproques inhibitrices entre les
neurones du CPGd du NTS et les neurones inspiratoires du PreBotC suggérées dans un travail

récent (Horton et al, 2018). Ces connexions n’ont cependant jamais été démontrées.

De manicre intéressante, il existe des connections réciproques entre plusieurs sous-

noyaux du NTS et les structures respiratoires pontiques (Herbert et al, 1990; Papas et

Ferguson 1990). Fonctionnellement, le groupe respiratoire pontique, dont le noyau KF intégre

les informations vagales pulmonaires via le NTS, est indispensable a I’expression de la phase
post-inspiratoire ; il controle 1’adduction des cordes vocales pendant la respiration et
participerait aussi au contréle nerveux hypoglosse afin de régler le diamétre des voies

aériennes supérieures (Roda et al, 2004; Gestreau et al, 2005; Dutschmann et Dick 2012;

Bautista et Dutschmann 2014; Dutschmann et al, 2021). Ces arguments laissent penser que les
structures pontiques pourraient jouer un role important dans la coordination respiration-
déglutition et dans le contrdle nerveux des bouffées motrices hypoglosse et vagale lors de la

déglutition.

Certaines études ont déja tenté de répondre a ces questions. Des Iésions unilatérales du
KF chez le rat décérébré in vivo ont montré des modifications bilatérales des bouffées de

déglutition recueillies sur le nerf hypoglosse (Gestreau et al, 2005). Deux études, dont une

rétrospective, effectuées chez la cheévre éveillée ont montré que la destruction des noyaux
pontiques dorso-latéraux a I’aide d’acide iboténique perturbait la prédominance normale de la

déglutition sur la respiration (Bonis et al, 2011) et pouvait méme supprimer la prolongation

réflexe de I’expiration normalement associée aux déglutitions qui apparaissent vers la fin de la

phase d’expiration tardive (Bonis et al, 2013).
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Soulignons que dans ces études la perte des neurones pontique a été estimée a 50% environ et
la présence des canules d’injection situées bilatéralement dans le KF a suffi a perturber la
coordination respiration-déglutition. Dans une autre ¢étude, I’inactivation du KF par
I’isoguvacine a entrainé la perte d’une activité laryngée tonique tandis que les bouffées
laryngées phasiques persistaient pendant la déglutition rythmique induite par la stimulation de

I’oropharynx avec de I’eau (Bautista et Dutschmann 2014). A la suite de cette étude, les

auteurs suggerent que le KF exerce un rdle protecteur des voies aériennes supérieures pendant
la déglutition, en raison de ’activité tonique observée. On peut cependant noter que dans cette
derniere étude 1) la commande motrice hypoglosse n’a pas été enregistrée, 2) la commande
motrice laryngée n’a pas fait I’objet de mesure quantitative, et 3) la coordination respiration-
déglutition n’a pas été analysée. De plus, I’activité tonique dont il est question pourrait étre
liée a la stimulation périphérique d’un grand nombre de récepteurs mécaniques entrainée par

le stimulus hydrique plutdt qu’a une activité centrale générée par le KF.

Dans ce travail de theése, ’un des objectifs a donc été de ré-évaluer ’importance de
la phase post-inspiratoire et des structures pontiques dans la coordination entre
P’activité respiratoire et la déglutition, et dans la commande motrice hypoglosse et

laryngée.
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Chapitre 6 : Aspects physiopathologiques de la déglutition

I. La dysphagie

Le terme "dysphagie" signifie littéralement "difficulté a manger". Il est composé des
segments du mot grec "dys" : désordonné ou anormal et "phagia" : manger (Cinocco 2007).
Cinocco définit la dysphagie comme "une sensation de difficulté dans le passage des solides
ou des liquides de la bouche a l'estomac". La dysphagie peut également étre considérée
comme "une difficulté¢ a avaler, une toux, un étouffement ou une incapacité a manipuler en
toute sécurité les aliments ou méme sa propre salive" (Cinocco 2007). La dysphagie peut
résulter d'une diminution des fonctions sensorimotrices associée au vieillissement et a des
troubles congénitaux, et/ou de lésions du SNC ou du SNP, comme dans le cas de 1ésions
cérébrales traumatiques, d'affections neurologiques, de cancer de la téte et du cou ou

d’interventions neurochirurgicales (Clave et Shaker 2015). Le degré de déficience et les

complications peuvent aller d'une légere géne lors de la déglutition a des conséquences graves
comme la pneumonie par aspiration. Chez le nouveau-né, en particulier prématuré, les
complications a type d'événements cardiorespiratoires aigus (apnées, bradycardies,
désaturations en oxygene, laryngospasme), tous réflexes de type vagal, peuvent mettre en jeu
la vie du nouveau-né ou entrainer des séquelles a la suite d’une hypoxie cérébrale quand ils
sont importants. En néonatologie, il est considéré que ce sont les conséquences les plus graves.

Ce large éventail de complications sanitaires associées a la dysphagie peut entrainer une

diminution de la qualité de vie et une augmentation des taux de morbidité (Eslick et Talley

2008; Leow et al, 2010; Martino et al, 2005). En outre, elle peut entrainer des cofits financiers

¢levés pour les systémes de soins de santé (Attrill et al, 2018). Ainsi, le développement de

stratégies efficaces de gestion de la dysphagie est impératif.
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II. Prévalence, pathophysiologie et conséquences

Selon la Société australienne et néo-zélandaise de médecine gériatrique (2011), la

prévalence de la dysphagie est estimée de 7 a 22 % et son incidence atteindrait 40 a 50 % de

la population dgée vivant dans des établissements de soins de longue durée (Chan et al, 2011).
Sura et collaborateurs (2012) ont examiné les taux de prévalence de la dysphagie dans la
population agée aux Etats-Unis et ont rapporté des chiffres 1égérement plus élevés allant de
13 % a 38 % des personnes agées qui vivent de maniére indépendante et jusqu'a 68 % des
résidents agés des maisons de soins. Les variations de ces estimations de prévalence
pourraient s'expliquer par des méthodes d'évaluation différentes ou encore des critéres

d'inclusion différents dans les études examinées.

Avec l'age, 1'anatomie et la physiologie de la déglutition se modifient, par exemple par
la réduction de la force et de la masse musculaire (sarcopénie), la sécheresse buccale

(xérostomie) ou la diminution des sensations oropharyngées (Britton et al, 2016). Par rapport

aux jeunes individus en bonne santé, ces changements liés a 1'dge se traduisent par un

mécanisme de déglutition plus faible, plus lent et moins coordonné (Britton et al, 2016). Par

exemple, une réduction de la force de propulsion du bolus et des résidus oropharyngés

associés (Rofes et al, 2010), un ralentissement de la déglutition orale (Cook et al, 1994; Shaw

et al, 1995; Yoshikawa et al, 2000) et oro-pharyngé (Yokoyama et al, 2000) et une réduction

de I'¢lévation du larynx et de 1'hyoide entrainant un résidu pharyngé et augmentant ainsi le
risque de pénétration et d'aspiration ont été rapportés chez les personnes agées (Britton et al,
2016). Différentes drogues peuvent participer ou aggraver la dysphagie. Cet effet
généralement dose-dépendant est souvent réversible en arrétant la prise. Les mécanismes
impliqués dans la dysphagie causée par les drogues incluent un niveau réduit de conscience,
interférant avec la phase oropharyngée de la déglutition ou via une action directe sur les
réseaux centraux. L’initiation de la déglutition est retardée par la prise d’agents
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neuroleptiques bloquant 1’action de la dopamine. Les drogues dopaminergiques peuvent
causer des dyskinésies orofaciales, impactant la phase orale de la déglutition ainsi que la
propulsion du bolus dans le pharynx. Les substances anticholinergiques causent un

assechement buccal, empéchant la formation optimale du bolus, et les benzodiazépines

peuvent inhiber les neurones du tronc régulant la déglutition (Wyllie et al, 1986; Hockman et
al, 1979). La toxine botulique de type A est utilisée afin de traiter la dystonie cervicale,
cependant ce traitement entraine des dysphagies a environ 20% des patient a cause de son

action inhibitrice sur les jonctions neuro-musculaires.

La principale cause de dysphagie est d’origine neurologique (Dray et al, 1998). S’ils
sont identifi€s, ces troubles peuvent étre traités afin d’améliorer la déglutition (Sura et al,
2012). L’accident vasculaire cérébral (AVC) est la premiére cause de dysphagie chez les
personnes agées. Il est estimé qu’environ 50 000 personnes ayant eu un AVC meurent de

pneumonie causée par I’aspiration due a une dysphagie aux Etats Unis (Dray et al, 1998). Les

maladies neurodégénératives jouent aussi un role important dans les causes de dysphagie. La
maladie de Parkinson, causée par la dégénérescence des cellules dopaminergiques, provoque
des difficultés motrices et des tremblements. Plus les symptomes de cette maladie avancent,
plus les risques d’aspirations trachéales augmentent, résultant notamment d’une ¢longation de

durée de phase oropharyngée (Shulman et al, 2011). Des désordres structuraux oropharyngés

peuvent aussi représenter une cause de dysphagie chez les personnes dgées. Ces anomalies,
telles que le diverticule pharyngo-cesophagien de Zenker, [’achalasie cricopharyngée
primitive ou les tumeurs nécessitent des traitements spéciaux. Le diverticule de Zenker est
une poche qui se forme au-dessus du sphincter cesophagien supérieur, entre le faisceau
thyroidien du muscle constricteur inférieur et le faisceau cricoidien du muscle constricteur
inférieur. Son risque de formation augmente avec 1’age et augmente les risques de dysphagie

(Watemberg et al, 1996). Les tumeurs du carrefour aérodigestif peuvent étre dues au
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tabagisme et a 1’alcool, et causent d’importants risques de dysphagie. Les patients souffrant de
ces tumeurs peuvent €tre traités par un otolaryngologue, un oncologiste et via des radiations.
Chez ces patients, la dysphagie s’accompagne de graves problémes de malnutrition (Veenker

et al, 2003). Cependant, méme apres intervention chirurgicale, la dysphagie ne disparait pas

pour 50% de ces patients (Grobbelaar et al, 2004).

III. Evaluation clinique et expérimentale de la déglutition

Chez ’Homme, l'examen clinique standard de la déglutition, tel que proposé par
Daniels et Huckabee (2014), consiste en un examen des antécédents médicaux ainsi qu'en la
collecte d'informations sur 1'état médical actuel du patient a partir des dossiers et du patient.
Cela inclut la collecte d'informations concernant ['état cognitif et les capacités de

communication (Daniels et Huckabee 2014). Les données quantitatives peuvent étre

collectées. Les protocoles de déglutition d'eau, principalement développés pour dépister la

dysphagie, varient dans leur administration et leur interprétation (Martino et al. 2005). En plus

d'une interprétation dichotomique de type réussite ou échec utilisée par la plupart de ces tests,
le Timed Water Swallowing Test (TWST) de Hughes et Wiles (1996) est chronométré et
normé pour quantifier objectivement l'efficacité de la déglutition de liquides (150 ml d'eau).
D'autres évaluations peuvent étre utilisées en complément de I'examen comportemental de la

déglutition, comme l'oxymétrie de pouls (pour une revue, voir Britton et al, 2018),

l'auscultation cervicale (Borr et al, 2007; Leslie et al. 2004; 2007) ou le test du réflexe de la

toux (Addington et al, 1999; Sato et al, 2012; Miles et al, 2013). Les techniques

instrumentales peuvent étre classées en méthodes d'imagerie et en méthodes physiologiques.
Les deux méthodes d'imagerie clinique les plus fréquemment utilisées sont I’évaluation vidéo-

fluoroscopique de la déglutition (VFSS) utilisant des bolus de densité différentes (Logemann

1995), et 1'évaluation vidéo-endoscopique de la déglutition (Langmore et al, 1988; Lim et al,

2001; Bax et al, 2014; VEES) ; 1'échographie a été décrite mais n'est pas largement utilisée
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(Peng et al, 2000; Kuhl et al, 2003; Yabunaka et al, 2011; Macrae et al, 2013). Les mesures

physiologiques de la déglutition peuvent inclure une analyse manométrique pharyngo-
cesophagienne. Bien qu'historiquement plus utilisée pour les évaluations du péristaltisme
cesophagien, la manométrie émerge lentement dans la pratique clinique pour obtenir des
informations quantitatives sur les fonctions physiologiques de la phase pharyngée de la
déglutition, telles que l'intégrité du sphincter cesophagien supérieur (UES), le péristaltisme

pharyngé et les pressions intrabolus (par exemple, Dantas et al, 1990; Brasseur et Dodds

1991; Ravich 1995; Hila et al, 2001; Omari et al, 2012; 2014; 2016; Bhatia et Shah 2013). De

plus, la manométrie pharyngée peut étre utilisée comme outil de biofeedback pour réentrainer
le contrdle de l'activation séquentielle des muscles pharyngés chez les patients souffrant de

dysphagie apres un accident vasculaire cérébral (Huckabee et al. 2014).

L’approche expérimentale permet d’enregistrer 1’activité déglutitrice de maniére plus
invasive chez I’animal. En effet, en fonction des besoins expérimentaux, il est possible
d’enregistrer directement 1’activité musculaire, [’activité nerveuse (afférences et/ou
efférences) ou encore I’activité unitaire des neurones situés dans les réseaux du tronc cérébral.
En plus d’un électromyogramme des muscles du pharynx et de [’oesophage, on peut

enregistrer la pression cesophagienne lors de la déglutition (Kessler et Jean 1985; Hashim et

Bieger 1987; McConnel 1988; Feroah et al, 2002a). Compte-tenu de leur role dans la

déglutition (voir chapitres précédents de I’Introduction), les nerfs craniens hypoglosse et

vague ont fait I’objet d’une attention particuliére (Dick et al, 1993; Gestreau et al, 1996;

Sugiyama et al, 2013; 2015; Horton et al, 2018).

Sur un plan expérimental, I’enregistrement des signaux de déglutition n’est pas le plus
difficile, en revanche le choix de la méthode pour évoquer la déglutition I’est davantage. Dans
la littérature, différentes méthodes d’induction ont été utilisées selon les besoins de 1’étude et

selon le modele animal. Par exemple, il est difficilement envisageable de stimuler le nerf
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laryngé supérieur chez le mode¢le primate non humain. Ainsi, les observations peuvent reposer
sur la déglutition spontanée ou un mode de déclenchement simple, tel que la stimulation de

I’oropharynx avec de I’eau (Martin et al, 1997; Feroah et al, 2002b; Bonis et al, 2011; Yagi et

al, 2017). La stimulation ¢lectrique du NLS reste la méthode la plus robuste pour induire la

déglutition et aussi la plus utilisée chez le modele moyen et petit animal (ex., rongeur, chat,

chien) (Oku et al, 1994; Budzinska et Wojtal 2001; Saito et al, 2002; Harada et al, 2005;

Ambalavanar et al, 2004; Shiba et al, 2007; Yamanishi et al, 2010; Sun et al, 2011; Ota et al,

2013; Oka et al, 2013; Sugiyama et al, 2013; 2015; Horton et al, 2018; Toor et al, 2019). Nous

savons que les fibres sensitives du NLS sont glutamatergiques et déclenchent 1’excitation du
CPGd situé dans le NTS (Jean 2001). Aussi, ’injection directe de glutamate dans le centre

déglutiteur du NTS est une méthode fiable pour déclencher la déglutition (Kessler et Jean

1991; Jean 2001; Feroah et al, 2002b). La déglutition peut aussi étre déclenchée par une

stimulation mécanique simulant I’arrivée d’un bolus. Cette stimulation peut étre appliquée

dans la cavité oropharyngée (Ouahchi et al, 2011; Cullen et al, 2018; Haney et al, 2019) ou au

niveau du larynx (Davis et Nail 1984; Tsujimura et al, 2019). L’injection d’un liquide dans

I’oropharynx est également une méthode tres utilisée (Spearman et al, 2014; Bautista et al,

2014; Humbert et McLaren 2014; Horton et al, 2018; Huff et al, 2020). En dehors du

glutamate, peu d’études se sont intéressées a un mode de déclenchement pharmacologique de
la déglutition. Cependant, nous avons dirigé notre attention vers une étude assez ancienne
réalisée par Bieger (1981) chez le rat in vivo anesthésié, montrant qu’il était possible de

déclencher la déglutition a I’aide d’agonistes sérotoninergiques.

Nous avons testé I’hypothese selon laquelle certains composés comme la
quipazine pouvaient €tre utilisés sur la préparation perfusée in situ de rat juvénile afin

de déclencher la déglutition sur une période de temps assez longue.
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L’idée était donc de disposer d’une alternative intéressante aux méthodes d’induction
citées plus haut. Ce travail a été entrepris deés le début de ma thése et correspond donc aux

deux premiers objectifs spécifiques (voir la partie objectifs a la fin de 1’Introduction).

B Aspiration C Expression

Figure 20 : Principales composantes de la succion chez le nouveau-né. (A) Cavité buccale au repos
avec la tétine positionnée dans la bouche. (B) L’aspiration permet de créer une pression négative
intrabuccale en fermant les Ievres, en abaissant la cavité buccale et en fermant le passage nasal par le
palais mou (ce qui empéche ’entrée d’air et augmente le volume intrabuccal). (C) La phase d’expression
permet d’extraire le contenu de la tétine grace a une alternance d’activité de la langue et la pression
négative générée pendant I’aspiration. La fleche verte correspond a la pression que la langue exerce sur
la tétine et la fleche rouge correspond au relachement de la pression de langue sur la tétine. (Adaptée de
Uysal et al, 2022).
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Chapitre 7 : Succion et mastication

I. Succion nutritive et non-nutritive

Chez le nouveau-né, la succion peut étre nutritive ou non, c’est-a-dire qu’elle implique
ou non le transport de liquide. Elle se caractérise par deux composantes que sont I’aspiration

et « ’expression » (Sameroff 1968; Wolff 1968) (Figure 20). L’aspiration correspond a la

pression intrabuccale négative générée par la fermeture des voies nasales par le palais mou, le
resserrement des lévres autour du mamelon ou du biberon et 1’abaissement de la machoire

inférieure (Wolf et Glass 1992). Sans pénétration d’air dans un volume de la cavité buccale

qui augmente, le lait ne peut étre qu’aspiré dans la bouche, comme c’est le cas lorsqu’on boit
avec une paille. L expression correspond a la compression du mamelon du sein ou de la tétine
du biberon par la langue contre le palais dur pour ¢jecter le lait dans la bouche, une action

similaire a la traite d’une vache a la main (Lau et al, 1997). Il existe une échelle descriptive de

la maturation de la succion nutritive chez le nouveau-né prématuré¢ (Lau et al. 2000).

Plusieurs niveaux de maturité ont été définis : tout d’abord 1’apparition de la composante «
expression », suivie de celle de I’aspiration, différents degrés d’activité rythmique de ces deux
composantes, jusqu’au pattern rythmique mature alterné caractéristique des nouveau-nés a
terme. Ainsi, la maturation de la composante d’aspiration est retardée par rapport a celle de

I’expression.

La succion nutritive implique I’ingestion de liquide et, a maturité, la succion se produit
a une fréquence d’un cycle ou d’une succion par seconde. La succion non nutritive, par
exemple la succion du pouce ou d’une sucette, se produit a 2 cycles ou succions par seconde
(Wolff 1968). La différence de fréquence provient probablement du fait que pendant la
succion nutritive, le passage du bolus de lait et de 1’air doit suivre un chemin pharyngé

commun, ce qui nécessite une coordination importante entre la succion, la déglutition et la
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respiration afin d’empécher I’entrée simultanée de lait dans la trachée et I’cesophage (Lau et al,

2003).

Succion Nouveau-né

Nasopharynx Langue c Vi

Epiglotte

Esophage Buccinateur C Xl

Figure 21 : Musculature et innervation principale permettant la succion chez le nouveau-né. Les
deux figures de gauche représentent les différentes structures impliqués dans l’acte de succion-
déglutition chez le nouveau-né, ainsi qu’une vue de face du pharynx permettant d’illustrer le trajet du
bolus liquide (lignes blanches pointillées) pendant la tétée. Chez le nouveau-né (a2 terme et non
prématuré), la triade succion-déglutition-respiration se fait de maniere continue sans besoin de pause
respiratoire grace a la position haute du larynx. Cette position releve 1’épiglotte contre le palais mou
pendant la succion-déglutition-respiration créant des passages séparés, permettant d’avaler un bolus
liquide tout en respirant par le nez. Les deux figures de droite représentent les deux principaux muscles
de la succion ainsi que leur innervation. (Adaptée de Maynard et al, 2020).
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Comme la déglutition est peu exprimée pendant la succion non nutritive, la phase pharyngée
de la déglutition n’est pas activée, ce qui permet a la succion et a la respiration de fonctionner
indépendamment les unes des autres a un rythme plus rapide. La maturité de la succion non
nutritive a été et est encore utilisée comme marqueur de la préparation a 1’alimentation orale

chez le nouveau-né prématuré (Wolf et Glass 1992; Kish 2014). Cependant cela ne fait pas

consensus car la succion non nutritive mature apparait plus tot que la succion nutritive (Lau et

Kusnierczyk 2001). Par conséquent, on peut avancer que la succion non nutritive est un bon

marqueur pour la succion en soi, mais ne peut pas prédire la coordination entre la succion, la

déglutition pharyngée, la respiration et la fonction cesophagienne.

La succion nutritive mature se définit par 1’alternance rythmique des deux
composantes aspiration/expression. Cette derniére n’est pas nécessaire pour 1’alimentation au
biberon. En effet, les nourrissons utilisant seulement la composante « expression » peuvent

boire au biberon en toute sécurité¢, mais pas aussi efficacement que des bébés utilisant une

alternance rythmique d’aspiration/expression (Lau et al, 1997). Cependant, il n’est pas sir
qu’un nourrisson qui n’utilise que la composante expression puisse s’allaiter avec succes dans
la mesure ou le mamelon maternel n’est pas aussi ferme qu’une tétine de biberon et que
I’aspiration semble nécessaire pour que les nourrissons s’accrochent au mamelon maternel et

le retiennent pendant 1’allaitement.

Le mouvement de la succion se fait grace a des muscles attachés au crane, a la

machoire, a 1’os hyoide et aux cartilages laryngés (Matsuo et Palmer 2015) (Figure 21,

Maynard et al, 2020). Les muscles suprahyoidiens et le muscle ptérygoidien latéral permettent

d’ouvrir la machoire, alors que les muscles masseter, temporalis et ptérygoidien median
permettent de la fermer. La succion se caractérise par une contraction de la langue afin de
s’appliquer sous le mamelon, les muscles des Iévres permettent d’y former un lien étanche,

puis les muscles des joues se contractent avec la langue et les muscles du palais afin de
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produire un vide intra-buccal (Tamura et al, 1998). Cette séquence se coordonne directement

avec la déglutition décrite dans le chapitre précédent. Ces mouvements sont permis par
I’influx nerveux provenant de 5 des 12 NC, soit les nerfs V, VII, IX, X et XII. Les nerfs V et
VII sont impliqués dans la phase orale, IX, X et XII permettent les phases orales et
pharyngées. Les informations sensorielles provenant du bas du visage, de 1’oropharynx, et des
mécanorécepteurs de la bouche et des gencives sont transmises par les neurones sensoriels du
ganglion trigéminal périphérique vers les noyaux trijumeaux du tronc cérébral. Ce réseau
coordonné succion-déglutition évolue et mature en parallele avec le perfectionnement du SNC

pour ensuite devenir le réseau masticateur (Al Ain et al, 2013; Muscatelli et Bouret 2018;

Loos et al, 2019; Zimmer et al, 2019).

II. De la succion a la mastication

Avant la naissance, les organes aérodigestifs importants pour la déglutition se
développent pendant la période embryonnaire (semaines 1 a 8 de la gestation) (Larsen 1998).
Pendant la période feetale (9 a 28 semaines de gestation), on observe une croissance rapide et
continue des structures et les premieres fonctions liées a la succion et a la déglutition. Les
premiers mouvements de la bouche, comme les poussées de la langue et les mouvements des
levres et de la machoire, ont été notés dés 15 semaines de gestation et seraient des

mouvements précurseurs des fonctions de succion et de déglutition (Kurjak et al, 2003; Miller

et al, 2005). Ces mouvements se complexifient et de simples mouvements d’ouverture-
fermeture deviennent des mouvements répétitifs plus complexes semblables a la succion. La
déglutition a été¢ observée dés la 12e semaine de gestation ; il a en effet ét€ montré que le
feetus avalait du liquide amniotique. Selon Miller (2003), les déglutitions plus complexes,
permettant d’avaler un plus gros contenu sont observées généralement de 15 a 38 semaines
d’age gestationnel (AG), avec la période la plus active de déglutition se produisant entre 17 et
30 semaines AG. Avaler du liquide amniotique permettrait au foetus de développer
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correctement son tractus gastro-intestinal (Ross et Nijland 1998). Les déglutitions immatures

sont caractérisées par le manque de fermeture labiale et vélopharyngée, ainsi que par le

manque d’élévation laryngée (Miller et al, 2003; Petrikovsky et al, 1995). Selon Arvedson

(2006) un nourrisson prématuré en bonne santé peut sucer et avaler suffisamment pour
maintenir ses besoins nutritionnels par voie orale a partir de 34 semaines de gestation. Les
nouveau-nés a terme en bonne santé peuvent coordonner la succion, la déglutition et la

respiration des la naissance. Selon Kelly et collaborateurs (Kelly et al. 2007), tout changement

ou irrégularité observé dans cette coordination au cours des premiéres semaines de vie dépend

du développement neural ou anatomique et de 1’expérience d’alimentation globale.

La transition de la succion a la mastication se fait de manicére graduelle lors du
développement. Chez le rat, les premiers mouvements de mastication apparaissent environ a
12 jours apres la naissance (P12) et la mastication semble étre mature entre P18 et P21

(Westneat et Hall 1992). Chez I’Homme, il est nécessaire d’attendre plusieurs mois avant de

voir apparaitre un mouvement masticateur et la mastication devient mature apres 1’apparition
complete de la dentition. On ignore si le CPG de la mastication provient du CPG de la succion
(une évolution) ou s’il émerge de novo lors de la maturation du tronc cérébral. Le CPG de la
succion est peu caractérisé. Nous savons cependant qu’il se situe entierement dans le tronc
cérébral puisque la succion persiste apres décérébration chez le rat in vivo (Thexton et

Griffiths 1979). Certaines études ont permis de définir les sorties motrices principales

impliquées dans la succion et ont montré qu’une activité motrice rythmique ressemblant a de
la succion émane principalement du noyau moteur hypoglosse, facial et trijjumeau (Jia 1997

Nakajima 1999; Nakamura et al, 2004; Barlow et Estep 2006; Koizumi et al, 2009).

S’agissant d’études faites sur la préparation tronc cérébral moelle €épiniere isolée ou « en bloc
» de rat nouveau-né, elles ne permettent pas de caractériser fonctionnellement I’activité

motrice de succion. Dans quelques études cependant, une mutation génétique de genes
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codants pour des canaux ioniques chez le rat ou la souris a permis de révéler un défaut de
succion conduisant a la mort de I1’animal associ¢é a une anomalie anatomique et

morphologique des terminaisons sensitives trigéminales autour des neurones centraux du

noyau spinal du nerf trijumeau (5SP ; Kutsuwada et al, 1996).

III. Quelques données concernant la mastication

Le CPG masticateur, situ¢ dans le bulbe rachidien et le pont, implique plus
particulierement le noyau trigéminal mésencéphalique, le noyau moteur trigéminal, le noyau
sensoriel trigéminal et le noyau trigéminal spinal. Certains neurones situés dans la région
antéro-dorsal du noyau sensoriel trigéminal pourraient former le cceur du CPG masticateur ;

ils posseédent une activité pacemaker (Brocard et al, 2006). Les €léments principaux du CPG

masticateur se trouvent entre la partie rostrale du noyau moteur V et le noyau moteur VII et

peuvent générer un rythme (Kolta et al. 2000; Lund et Kolta 2006a, 2006b). Les neurones de

cette région projettent de maniére réciproque vers les motoneurones des noyaux V, du VII et

du XII (Bourque et Kolta 2001; Dal Bo et al, 2005; McDavid et al, 2006) et déchargent en

phase avec la mastication fictive (Westberg et al, 1998; Tsuboi et al. 2003). La majorité de ces

neurones masticateurs sont activés par 1’aire corticale liée a la mastication. Bien que n’ayant
pas besoin de retour sensoriel pour fonctionner, le CPG est modulé par le retour sensoriel des
muscles et tissus mou du visage et de la cavité buccale pour son adaptation au bolus

alimentaire (Morquette et al, 2012). La mastication consiste en une ouverture et fermeture

successives de la machoire permettant de réduire le volume et la densité du bolus alimentaire.
La mastication suit un pattern de trois cycles successifs : 1) phase préparatoire, 2) phase de
réduction et 3) phase de pré-déglutition (Lund 1991). L’ouverture de la machoire fait appel
aux muscles ptérygoidien latéral et supra-hyoidien, la fermeture aux muscles masséter,
temporal et ptérygoidien médian, et leur innervation provient des nerfs craniens V, VII, IX et

XII (Morquette et al, 2012). Sur la préparation « en bloc » ou tronc cérébral moelle épiniére
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isolés, certains neurones situés dans le noyau spinal trigéminal ont montré une activité

rythmique aprés administration de NMDA (Tanaka 1999). Ces neurones déchargent

¢galement de maniére rythmique pendant la mastication fictive (Tsuboi et al, 2003).
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Objectifs spécifiques de la these

Le théme principal de cette thése concerne le contrdle nerveux des muscles des voies
aériennes supérieures lors de comportements oromoteurs distincts : la respiration, la
déglutition et la succion. Ainsi que cela a été rappelé en Introduction, les réseaux neuronaux
du tronc cérébral forment des générateurs centraux d’activité motrice dont le role est de
produire une séquence motrice adaptée, de moduler cette s€équence mais aussi de coordonner
plusieurs séquences motrices entre elles. De nombreuses études ont permis de caractériser
anatomiquement et fonctionnellement chacun de ces réseaux avec plus ou moins de lacunes
dans nos connaissances. Les études antérieures ont indiqué un mode de fonctionnement
dynamique de ces réseaux qui n’est pas trivial a appréhender. En effet, chaque réseau dispose
de ses propres populations de neurones et de ses propres jeux synaptiques suffisants pour
enclencher une séquence motrice rythmique donnée. L’architecture de ces réseaux n’est
cependant pas si figée car I’exécution de tdches motrices multiples peut également reposer sur
le partage de certains éléments neuronaux (motoneurones et/ou interneurones). L’état de ’art
sur cette question fait apparaitre que certains mécanismes impliqués dans la genése de ces

fonctions, leur neuromodulation et surtout leur coordination ne sont pas encore ¢lucidés.

Du point de vue de I’expérimentation, 1’étude de ces mécanismes neurophysiologiques
n’est pas aisée. En particulier, ’étude de la coordination entre la respiration et la déglutition
requiert un modele expérimental complexe puisqu’il doit avant tout préserver les fonctions
¢tudiées, se rapprocher le plus possible des conditions physiologiques, mais aussi permettre
d’enregistrer les phénomeénes musculaires et/ou nerveux correspondants. L’analyse des
mécanismes d’interaction entre la respiration et la déglutition nécessite par exemple
d’identifier correctement les 3 phases du cycle respiratoire, de déclencher souvent le réflexe

de déglutition et d’obtenir des déglutitions isolées dans le cycle respiratoire.
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Objectif 1 : Disposer d’un modéle d’étude efficace de la coordination respiration-

déglutition : I’induction pharmacologique de déglutition in situ ?

L’un des objectifs de ce travail a ét¢ de mettre au point un nouveau modéle
pharmacologique d’étude de la coordination respiration-déglutition. Pour ce faire, nous avons
utilisé la préparation perfusée in situ chez le rat, laquelle représente une bonne alternative au
modele classique in vivo (animal décérébré et paralysé artificiellement), moins colteux et plus
rapide a mettre en ceuvre. Nous avons testé I’hypothése selon laquelle 1’administration de
quipazine, un agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HTR2a testé avec succes in vivo
(Bieger 1991), permet d’induire fréquemment des épisodes de déglutitions isolées in situ.
Nous montrons que la quipazine augmente la fréquence des déglutitions in situ pendant plus
de 15 minutes. Par ailleurs, les déglutitions induites par la quipazine ont un pattern moteur
identique aux déglutitions spontanées et sont coordonnées de maniére similaire a la

respiration.

Objectif 2 : Comprendre les mécanismes d’action de la quipazine sur la déglutition

Notre second objectif a été de rechercher par quels mécanismes la quipazine modulait
la déglutition. Bien qu’une action périphérique ne puisse étre totalement exclue, nos résultats
suggerent que la quipazine agit préférentiellement sur les neurones du raphé bulbaire caudal

lesquels excitent les neurones du réseau déglutiteur.

Objectif 3 : Quel est le role de la phase post-inspiratoire et du groupe respiratoire
pontique dans la coordination respiration-déglutition et dans la commande motrice des

muscles des voies aériennes supérieures ?

Nous avons vu en Introduction (ce qui est également vérifi¢ dans les 2 premiers
chapitres de résultats) que la déglutition est induite préférentiellement lors de la phase post-

inspiratoire du cycle respiratoire. Nous savons ¢également qu’une adduction des cordes
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vocales est observée pendant la post-inspiration ainsi que lors de la phase pharyngée de la
déglutition. Enfin, le groupe respiratoire pontique est indispensable a I’expression de la post-
inspiration. Nous nous sommes donc posé la question de savoir quel role joue la phase post-
inspiratoire dans 1’exécution de la séquence motrice de déglutition. Plus précisément, nous
souhaitions déterminer si la phase post-inspiratoire était indispensable 1) a la geneése de la
déglutition, 2) a sa coordination avec I’activité respiratoire et/ou 3) aux patterns moteurs des
nerfs hypoglosse et laryngé (vague) lors de la déglutition. Pour cela, nous avons d’abord
vérifié qu’une ablation du pont in situ supprime la post-inspiration. Dans ses conditions, nous
montrons que la déglutition persiste mais la coordination respiration-déglutition est en partie
altérée, comme en témoigne la présence de déglutition juste avant l’inspiration. Enfin,
I’ablation du pont et la suppression de la phase post-inspiratoire qui en résulte ne modifient
pas la décharge motrice vagale lors de la déglutition. En revanche, la décharge motrice
hypoglosse est significativement réduite. Ce travail met donc en évidence le role des
structures pontiques dans la coordination respiration-déglutition et la modulation du pattern
moteur hypoglosse. En outre, il révéle I'origine exclusivement bulbaire de la commande

laryngée lors de la déglutition.

Objectif 4 : Etudier P’activité de décharges des motoneurones hypoglosses et des

neurones de la colonne respiratoire ventrale pendant la déglutition in situ

Les données de la littérature obtenues in vivo montrent que les réseaux respiratoire et
déglutiteur partagent des éléments moteurs (dont les motoneurones hypoglosse et laryngés)
ainsi que certains interneurones. Notre objectif a donc été d’utiliser la préparation in situ et
notre modele d’induction pharmacologique de la déglutition afin d’étudier I’activité¢ des
motoneurones du XII ainsi que des neurones respiratoires de la CVR pendant la respiration et
la déglutition. Dans ce travail, nous avons exploité le fait que chez le rat, le nerf hypoglosse

moteur de la langue se scinde en deux branches, médiane et latérale, afin d’innerver
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respectivement les muscles protruseurs et rétracteurs de la langue. A 1’aide de la méthode de
spike-trigger averaging, nous avons d’abord étudié ’activité de décharge pendant I’inspiration
et la déglutition de motoneurones hypoglosses identifiés fonctionnellement comme des
protruseurs. Nous montrons qu’une proportion non négligeable de ces neurones est active lors
des 2 comportements. Ces travaux révelent que la rétraction de la langue pendant la
déglutition repose en partie sur une co-contraction de muscles antagonistes. Ensuite, nous
avons étudié I’activité d’une centaine de neurones respiratoires de la colonne ventrale de type
inspiratoire, post-inspiratoire ou expiratoire tardif. Nous montrons que certains neurones
inspiratoires sont actifs lors de la déglutition. La plupart des neurones post-inspiratoires
déchargent lors de la respiration et la déglutition. En revanche, nous n’avons trouvé aucun
neurone expiratoire tardif activé lors de la déglutition. Ces résultats permettent de discuter des
mécanismes sous-jacents qui operent au sein des réseaux dans la coordination respiration-

déglutition.

Objectif 5 : Pouvoir étudier ’activité oromotrice et son controle nerveux a des iges

précoces. Déterminer le role de ’ocytocine sur la respiration, la déglutition et la succion

Chez le nourrisson, la succion est coordonnée avec la respiration et la déglutition afin
d’assurer 1’alimentation orale. Des travaux suggerent un lien entre 1’ocytocine et la succion et

la déglutition (Schaller et al, 2010; Yamasue et Domes 2018). Afin de pouvoir étudier ce lien,

il était indispensable de disposer d’un modele expérimental fiable. J’ai donc développé la
préparation perfusée in situ chez de trés jeunes ratons (dés P6-P9), ainsi qu’a deux groupes
d’ages plus tardifs (P14-P15 et P21). A partir de ce modele, j’ai pu répondre aux questions

suivantes :

1) Est-ce que le TGOT, un agoniste des récepteurs a 1’ocytocine, a un effet sur la
déglutition ou la coordination respiration-déglutition ?

2) Peut-on observer de la succion sur la préparation in situ ?
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Les résultats obtenus ne révelent pas de role marqué du TGOT sur la déglutition ou la
respiration. En revanche, une activité de type succion a pu étre révélée chez les nouveau-nés
agés de P6 a P9, mais pas a un age plus tardif. Nous montrons que le TGOT administré par
voie systémique augmente significativement la fréquence des €pisodes de type succion. De
plus, I’effet du TGOT est bloqué par I’ajout préalable d’un antagoniste des récepteurs a

I’ocytocine.
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Dans cette partie nous avons choisi de regrouper les matériels et méthodes communs a
I’ensemble du travail effectué. Ainsi, seuls les matériels et méthodes spécifiques seront décrits

dans les chapitres correspondants des Résultats.

I. Préparation perfusée in situ

La préparation perfusée tronc cérébral coeur-poumons isolés in situ (ou préparation in

situ) de jeunes rats Wistar (P15-P21; poids corporel 50-110 g) a été utilisée comme décrit

précédemment (Dutschmann et al, 2007; Wang et al, 2013). Dans cette préparation, le tronc

cérébral est oxygéné, posseéde un pH physiologique et génere un pattern respiratoire moteur

eupnéique (St-John et Paton 2000). Les rats sont profondément anesthésiés avec de
l'isoflurane  (1-chloro-2,2,2-trifluoroéthyl-difluorométhyléther ; Baxter). Une fois la
respiration arrétée et que l'animal ne répond plus au pincement nocif de la queue ou d'une
patte arriere, une section sous-diaphragmatique est effectuée. Puis 1’animal est décérébré au
niveau précolliculaire. Enfin, I’animal est transféré dans un LCR artificiel glacé (5°C) (voir
ci-dessous pour la composition) équilibré avec 95 % d'O2 et 5 % de CO2 afin de retirer la
peau, les visceres et les poumons. Le nerf phrénique gauche a été isolé, coupé au niveau du
diaphragme et préparé pour l'enregistrement. La préparation a ensuite été transférée dans une
cuve d'enregistrement. L'aorte descendante a été canulée et perfusée avec du LCR a 33°C
contenant les éléments suivants (en mM) : 125 NaCl, 3 KCl, 1.25 KH2PO4, 2.5 CaCl2, 1.25
MgSO04, 25 NaHCO3 et 10 D-glucose (1.25 % Ficoll) en utilisant une pompe péristaltique
(Watson-Marlow). Le perfusat est oxygéné et le pH maintenu a 7.35 en gazant le LCRa avec
95 % d’02 et 5 % de CO2. Le perfusat est filtré et passé au travers de picges a bulles afin
d’¢liminer les bulles de gaz. Le perfusat s'échappant de la préparation est récupéré et remis en
circulation apres réoxygénation. Apres quelques secondes de reperfusion, 'activité cardiaque
réapparait, puis, quelques minutes apreés réapparaissent les contractions rythmiques des
muscles respiratoires. Les mouvements respiratoires ont ét€¢ bloqués en injectant 250 ul de
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solution saline (intraveineuse) contenant du bromure de vécuronium (3-30 pg/ml ; Organon).
Apres paralysie, le débit de perfusion a été ajusté afin d’obtenir un pattern respiratoire
triphasique clairement identifiable. Les préparations étaient jugées stables si un tel pattern
respiratoire était maintenu pendant au moins 30 min. Les débits de perfusion variaient de 20 a
28 ml/min ; la pression de perfusion était mesurée par un cathéter a double lumiére connecté a

la canule de perfusion aortique et a un tensiometre (WPI, USA) variait entre 70-80 mmHg.

II. Enregistrement des parameétres physiologiques

Les activités nerveuses motrices ont été enregistrées a partir des nerfs phrénique (Phr),
vague (X) et hypoglosse (XII) a l'aide d'électrodes a succion montées sur des
micromanipulateurs. Les signaux bruts et intégrés (constante de temps 100 ms) ont été
amplifiés et filtrés (gain 500-10000 ; BP 300-3000Hz) avant d'étre numérisés (12KHz, 16bits).
Les signaux correspondant a la pression artérielle (PA) et a 1'¢lectrocardiogramme (ECG) ont
¢galement été enregistrés et numérisés. Les signaux numérisés ont été visualisés puis stockés
sur un PC (TDT, USA) pour un traitement ultérieur (logiciel OpenEx, Offline Sorter et
NeuroExplorer, Plexon Inc., USA). Pour toutes les expériences, un rythme respiratoire stable
comprenant un pattern triphasique clair a été détect¢ 20 a 30 min apres le début de la
reperfusion. Ce pattern comprenait : une activité pré-inspiratoire du nerf XII, une activité en
rampe du nerf Phr et une décharge décroissante typique du nerf X pendant la phase post-
inspiratoire de la respiration. La déglutition nécessite la rétraction de la langue et la fermeture
laryngée (ou adduction des cordes vocales), d'ou l'activité des nerfs XII et X respectivement

(Gestreau et al, 2005; Horton et al, 2018). Les déglutitions sont caractérisées par de courtes

décharges (300-500 ms) des nerfs craniens, commencant par une décharge XII suivie d'une

décharge X en forme de cloche (Gestreau et al, 2005; Bautista et Dutschmann 2014; Horton et

al, 2018).
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Figure 22 : Représentation schématique de la méthode utilisée pour identifier et quantifier les
décharges déglutitrices motrices in situ. (A) Enveloppes moyennes des décharges nerveuses vagales
(X) et hypoglosses (XII) intégrées pendant les déglutitions post-inspiratoires (I-Sw-Exp, n = 10) et, (B)
les déglutitions expiratoires (Exp-Sw-Exp) pendant la période controle pour chaque conditions. Les
lignes pointillées verticales permettent d’identifier les portions correspondants aux traces respiratoires
et/ou déglutitrices pendant les déglutitions [-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp. Dans tous les cas, les décharges
XII inspiratoires et déglutitrices ont été facilement identifiées, permettant de définir le début (fleche
creuse) et la fin de la décharge déglutitrices XII. On remarque que les durées des décharges déglutitrices
XII en A et B illustrées par un rectangle bleu et rouge (I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp, respectivement) sont
identiques. Cependant, I’activité¢ X associ¢e aux déglutitions [-Sw-Exp chevauche partiellement I’activité
motrice post-inspiratoire (E1) X. L’utilisation des lignes pointillées verticales entre I’activité motrice X
El et [-Sw-Exp biaise I’identification du début de la décharge motrice I-Sw-Exp et produit en une
diminution artéfactuelle de la durée de la décharge I-Sw-Exp X. (C) Une méthode graphique a été
utilisée afin de mieux estimer le début de la décharge I-Sw-Exp X. La phase montante de la décharge I-
Sw-Exp X a été utilisée afin de tracer une tangente (ligne pointillée oblique) jusqu’a la ligne de base de
I’enregistrement (ligne pointillée horizontale). Le point de croisement de ces deux lignes a ét¢ défini
comme point de départ de la décharge I-Sw-Exp X (fleche noire) et utilisé pour reconstruire la décharge
I-Sw-Exp X afin de calculer son AUC. Les décharges Exp-Sw-Exp X et XII (tracé rouge) ont été
superposées sur les décharges [I-Sw-Exp afin de les comparer uniquement. On remarque que la durée des
décharges et les AUC sont alors similaires quel que soit le type de déglutition.
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Différents critéres ont été utilisés afin d’identifier et quantifier précisément les
parametres respiratoires et déglutiteurs depuis les enveloppes intégrées des signaux nerveux.
Tout d’abord, les déglutitions étaient caractérisées par les décharges concomitantes des nerfs
craniens, avec une légere précession de la décharge XII, correspondant a la séquence motrice
physiologique. Ensuite, les décharges déglutitrices non associées aux décharges Phr, X et XII
sont appelées déglutitions expiratoires (Exp-Sw-Exp), les déglutitions immédiatement
précédées de la post-inspiration (ou expiration précoce) sont appelées déglutitions post-
inspiratoires (I-Sw-Exp), et les déglutitions précédant directement 1’activité inspiratoire Phr
sont appelées déglutitions pré-inspiratoires (Exp-Sw-I). Le début des décharges [-Sw-Exp est
toujours marqué par une indentation claire du signal intégré XII. Une autre indentation était
retrouvée sur le signal intégré X au début des déglutitions I-Sw-Exp. Cette indentation est
toujours précédée du pic de décharge respiratoire et suivi d’un autre pic correspondant a la
décharge déglutitrice. Une méthode semi-automatique de seuillage était appliquée a chaque
signal intégré afin de détecter et marquer le signal montant et/ou le pic de chaque décharge
respiratoire et déglutitrice (Offline Sorter, Plexon Inc., Dallas, TX, USA Ver2). Ces marques
¢taient ensuite utilisées afin de calculer les enveloppes moyennes et de mesurer la durée des
décharges et cycles (en seconde), I’amplitude et I’aire sous la courbe (AUC) en unité

arbitraire (NeuroExplorer, Plexon Inc., Dallas, TX, USA Ver3.266).

La Figure 22 permet d’illustrer la méthode utilisée pour quantifier les décharges
motrices déglutitrices. La durée totale et ’AUC de tous les types de déglutitions (I-Sw-Exp,
Exp-Sw-Exp et Exp-Sw-I) sont toujours calculés a I’aide du début de la décharge motrice
intégrée XII et la fin de la décharge motrice intégrée X (Figure 22). A cause du
chevauchement entre I’activité nerveuse respiratoire et déglutitrice du nerf X lors des
déglutitions I-Sw-Exp, une méthode originale a été congue afin d’obtenir une mesure précise

de la durée et de ’AUC des décharges nerveuses X pendant les déglutitions I-Sw-Exp
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(Figure 22-A). En effet, nous avons observé que si on utilisait le début visible de la décharge
motrice déglutitrice X comme marqueur du début de la déglutition X, des réductions d’AUC
et de durée des déglutitions étaient obtenus lorsqu’on comparait des déglutitions I-Sw-Exp et
les déglutitions Exp-Sw-Exp sur le nerf X (Figure 22-B). Cette différence est considérée
comme ¢tant un artefact car la durée et ’AUC des décharges motrices déglutitrices XII et la
durée totale des déglutitions étaient similaires en fonction des types de déglutitions. Ainsi, une
méthode graphique a ¢été utilisée afin d’estimer le début réel de la décharge motrice
déglutitrice X (Figure 22-C). La phase montante de la décharge intégrée X des déglutitions I-
Sw-Exp a été utilisée afin de tracer une ligne tangente a celle-ci, allant du pic jusqu’a la ligne
de base. Le point ou les lignes se croisent (la tangente et la ligne de base) a été utilisé pour
définir le début de la décharge motrice déglutitrice X. Le résultat de cette méthode graphique
a produit une enveloppe triangulaire délimitant la décharge motrice X d’une déglutition I-Sw-
Exp ayant permis des mesures de durée et d’AUC consistantes avec celles faites sur les autres

types de déglutitions.
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Chapitre 1 : Effets d’un agoniste des récepteurs
sérotoninergiques 5S-HTR2a sur la déglutition in situ

I. Introduction

Malgré de nombreuses études expérimentales et cliniques, la déglutition, qui est l'une
des fonctions les plus importantes, reste néanmoins trés peu connue (Altman 2013). Les
dysfonctionnements du générateur central de la déglutition du tronc cérébral (CPGd) et
d'autres structures bulbaires ou supra-bulbaires peuvent étre un facteur important de
dysphagie oropharyngée, une maladie grave dont la physiopathologie neuronale reste mal

comprise (Suntrup et al, 2013; Miller 2017; Costa 2018). Des investigations

neurophysiologiques ont identifié¢ le noyau du tractus solitaire (NTS) comme une structure clé

du tronc cérébral responsable de la phase pharyngée de la déglutition (Bieger 2001; Jean

2001), mais la localisation exacte des neurones du CPGd n’est pas encore confirmée. De plus,
les mécanismes neuronaux précis expliquant le fonctionnement normal du CPGd sont mal
connus et les interactions entre le générateur central de la respiration (CPGr) et le CPGd ne

sont pas entierement caractérisées (Gestreau et al, 2005; Horton et al, 2018). Ce manque de

connaissances peut s'expliquer par la complexité des circuits du tronc cérébral, le manque
d'informations sur les phénotypes des neurones CPGd et leurs mécanismes neuromodulateurs.
De plus, les protocoles expérimentaux et/ou les modeles animaux nécessaires pour étudier la

coordination de la déglutition et de la respiration sont généralement complexes, longs et

coliteux (Dick et al, 1993; Gestreau et al, 1996; Roda et al, 2002; 2004; Horton et al, 2018).
Dans certaines études, la préparation perfusée cceur-tronc cérébral isolé (ou in situ) a été
utilisée comme modele expérimental avantageux pour étudier la déglutition et enregistrer

l'activité neuronale du tronc cérébral (Bautista et al, 2014; Fuse et al, 2020). Cependant, peu

de déglutitions spontanées sont produites in situ (Bautista et al, 2014). Plusieurs méthodes ont

donc été utilisées pour déclencher la déglutition, telles que la stimulation mécanique de la
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cavité oropharyngée (Paton et al, 1999), l'injection manuelle ou a I’aide d’un systéme de

perfusion d'eau dans la cavité buccale (Bautista et al, 2014; Tsuji et al, 2020; Yamamoto et al,

2021), ou encore la stimulation électrique des nerfs laryngés supérieurs (Hashimoto et al

2019; Fuse et al, 2020). En revanche, aucune méthode pharmacologique n'a été testée in situ

afin d’augmenter I’apparition de la déglutition sur une période assez longue.

Des études antérieures in vivo ont identifié une région précise dans le NTS ou
l'injection de glutamate, ou d'agonistes glutamatergiques agissant fortement sur les récepteurs

N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA) ou non-NMDA (kainate ou quisqualate), ont provoqué des

déglutitions rythmiques et une apnée centrale (Jean 2001; Kessler et Jean 1991). Cette région,
appelée également « zone de déclenchement » de la déglutition, correspondrait aux
terminaisons glutamatergiques des fibres afférentes des voies aériennes supérieures formant
des synapses sur les interneurones du CPGd (Jean 2001). Un déclenchement de la déglutition
a également été observé apres injection périphérique ou centrale d'agonistes sérotoninergiques

(Bieger 1981; Hashim et Bieger 1987). Il est intéressant de noter que Bieger et collaborateurs

avaient suggéré que des composés tels que la quipazine (QPZ), un agoniste sérotoninergique
ayant une affinité et une sélectivité principales pour les récepteurs 5S-HTR2a, exergait un effet
stimulateur central au niveau du NTS (Bieger 1981). Ces auteurs avaient également montré
que contrairement aux effets du glutamate, l'injection de la QPZ in vivo produisait des
déglutitions uniques ou « isolées » et une augmentation de la fréquence des déglutitions sur

une longue période (Bieger 1981; Hashim et Bieger 1987).

Or ce type de déglutition isolée et cette méthode pharmacologique d’induction de la
déglutition représentent une condition optimale pour étudier l'interaction déglutition-

respiration et une bonne alternative pour évoquer la déglutition (Horton et al, 2018). En

accord avec un rdle de la SHT dans le controle de la déglutition (Bieger 1981), des travaux

récents ont indiqué que des souris présentant un déficit central en 5-HT avaient un taux de
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déglutition inférieur a celui des animaux témoins (Haney et al, 2019). Cependant, dans

d’autres études, des effets inhibiteurs des agonistes sérotoninergiques sur la déglutition, y

compris la QPZ, ont ¢ét¢ également rapportés (Kessler et Jean 1985, 1986). Ainsi, des
expériences antérieures in vivo sur le contrdle sérotoninergique de la déglutition ont conduit a
des données contradictoires. Ces effets opposés ont été interprétés comme résultant de
variations de concentrations médicamenteuses et de protocoles d'anesthésie entre les

différentes études (Hashim et Bieger 1987). Nous avons émis 1'hypothése que la QPZ, a une

dose similaire a celle utilisée in vivo (Bieger 1981), pouvait stimuler la déglutition sur la
préparation perfusée in situ chez le rat adulte, laquelle ne nécessite aucune anesthésie (Paton

et al, 1999; St-John et Paton 2000). Les objectifs de notre étude étaient 1) d'étudier les effets

de la QPZ sur la déglutition et la respiration in situ, 2) de comparer les patterns moteurs de la
déglutition et la relation de phase entre la déglutition et la respiration, avec les déglutitions
spontanées et celles induites par la QPZ, et enfin, 3) d'identifier les noyaux du tronc cérébral

médiateurs de 1'effet stimulant de la QPZ sur la déglutition.

Identifier a la fois les structures neuronales et les neurotransmetteurs (ou
neuromodulateurs) impliqués dans la déglutition représente un défi pour mieux comprendre
cette fonction importante et explorer des pistes thérapeutiques potentielles pour traiter les

patients souffrant de troubles de la déglutition (Altman 2013; Benarroch 2014; Miller 2017;

Simons 2017; Costa 2018; Do et al, 2020).
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II. Matériels et méthodes

A. Modé¢le expérimental

Toutes les expériences ont été réalisées sur la préparation perfusée in situ chez le rat
Wistar (P15-21 ; n=42 ; 50-110g ; Janvier Labs, Le Genest St Isle, France). La procédure
expérimentale a été décrite en détail dans le chapitre Matériels et Méthodes commun.

B. Induction pharmacologique de la déglutition

Peu de déglutitions spontanées sont observables in sifu (Bautista et al, 2014). Pour

augmenter le nombre de déglutitions in situ, nous avons utilis€¢ une méthode pharmacologique
précédemment décrite chez le rat in vivo (Bieger 1981). Celle-ci consiste & administrer par
voie systémique un agoniste sérotoninergique : la quipazine (QPZ, maléate de quipazine,
Sigma). La concentration de cette drogue a d'abord ét¢ évaluée dans des expériences
préliminaires en faisant varier la dose de QPZ dissoute dans le LCRa (plage de 0,5 a 10
uM/Kg). La fréquence de déglutition a été augmentée avec des concentrations variant de 1 et
2 uM/Kg, des doses plus ¢élevées n'ont pas produit d'effets plus forts ou plus longs. Par
conséquent, nous avons choisi une concentration de 1,5 uM/Kg de QPZ pour nos expériences.
Cette concentration optimale trouvée dans notre étude préliminaire correspond également aux

doses utilisées in vivo (Bieger 1981).

Afin d'évaluer la faible production de déglutitions spontanées en condition contrdle
(c'est-a-dire sans drogue), le nombre de déglutitions a été compté chez chaque rat pendant 10
ou 15 minutes. La fréquence de déglutition moyenne a été calculée par intervalles de 5 min et
exprimée en nombre de déglutitions par min. Apres cette période contrdle, la QPZ a été
ajoutée dans le LCRa (injection systémique) et le nombre de déglutitions a été compté sur 15
a 20 min. Comme précédemment, les résultats ont également ¢té¢ exprimés en fréquence

moyenne de déglutitions (ou SR pour swallow rate), calculée par intervalles de 5 min.
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D'autres expériences (n=5) ont été réalisées afin de tester la capacité du méthysergide
(bimaléate de méthysergide, Sigma ; 1 uM/kg dans LCRa), un antagoniste des récepteurs 5-
HT?2, a bloquer la déglutition induite par la QPZ. Dans ces expériences, apreés une période
controle initiale de 10 a 15 minutes, la QPZ a été injectée dans la circulation systémique, puis
le SR a été calculé sur 5 minutes. Ensuite, le méthysergide a été ajouté au perfusat et le SR a

¢été calculé sur 15 a 20 minutes apres 1'injection.

Deux séries d'expériences ont été congues afin d’étudier les effets centraux de la QPZ
sur la déglutition. Dans la premicre série, nous avons effectué des micro-injections de QPZ (3
mM, 50-200 nl) dans le NTS (n=5) a l'aide d'un nano-injecteur (WPI, USA) monté sur un
micromanipulateur (nanostepper) connecté¢ a un microcontréleur permettant d’ajuster le débit
et le volume d’injection (5-10 nl/s, WPI, USA). Le bon positionnement de la pipette dans la
zone de déclenchement de la déglutition du NTS a d'abord été testé par micro-injection de N-
méthyl-D-aspartate (NMDA, 1 mM, 10-50 nl ; n = 5), comme indiqué dans une étude
précédente (Kessler et Jean, 1991). Etant donné que le NMDA, mais pas la QPZ, induisait de
la déglutition, nous n'avons pas quantifi¢ le SR dans cette série. Dans la deuxiéme série, nous
avons cartographié les effets des micro-injections de QPZ (3 mM, 50-100 nl) dans les noyaux
caudaux du raphé bulbaire (n = 15). Dans ces expériences, le controle SR a ét¢ mesuré
pendant 15 min avant le protocole d'injection. Le nano-injecteur a ¢été positionné
perpendiculairement au plancher du quatriéme ventricule puis déplacé le long de la ligne
médiane de 1 a 3 mm rostral a 1'obex avec des pas de 0.5mm. Ensuite, la pipette a été insérée
a travers l'axe dorso-ventral du bulbe rachidien a des profondeurs comprises entre 1.25 et
2.25-2.75 mm sous la surface, avec des pas de 0.5mm. Pour chaque rat, plusieurs descentes
ont ¢té effectuées a différentes positions le long de la ligne médiane. Une seule descente a été
réalisée a une position médiane donnée, et 3 a 4 injections ont été réalisées par descente. Une

seule injection a été faite a une profondeur donnée, et un délai de 5 min a toujours été respecté
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entre 2 injections. Ce délai a été choisi car nous avons remarqué un effet de courte durée au

cours des expériences qui a €té confirmé par les analyses hors ligne.

Pour chaque site d'injection, les résultats sont rapportés de manicre binaire, c’est-a-
dire par un « succes » ou un « échec » d'augmentation du SR pendant la premiére minute post-
injection (bien que le SR ait également été mesuré sur la période de 5 minutes post-injection).
Ainsi, chaque « succes » ou « échec » a été déterminé sur la base d'une seule micro-injection.
Pour les injections réussies, la latence entre la fin de 1'injection et I’apparition de la premicre
déglutition a également été déterminée. Toutes les injections « succes » observées chez un
individu ont été utilisées pour calculer le SR et la latence moyenne jusqu'a la premiére
déglutition. Afin d’évaluer davantage la capacité de la QPZ a induire la déglutition sur un site
donné, le nombre total d'injections faites au méme site chez différents rats a été calculé, en
prenant en compte le nombre de succes et/ou d'échecs pour ce méme site. Chaque site a été
représenté « sous forme de camembert » avec une couleur différente pour représenter les
succes ou les échecs, et une taille différente pour rendre compte du nombre total d'injections.
Pour les sites contenant a la fois des réussites et des échecs, les zones colorées dans les

camemberts représentent les pourcentages de réussites et d'échecs.

C. Protocole expérimental

Pour chaque expérience, les paramétres liés a la respiration fictive, la fonction
cardiovasculaire (la pression artérielle, PA ; la fréquence cardiaque dérivée de ’ECQG) et la
déglutition fictive ont été enregistrés environ 45 minutes apres le début de la reperfusion. Les
parametres cardiorespiratoires controles et le taux de déglutitions spontanées ont été mesurés
sur une période d'enregistrement initiale de 15 minutes. Ensuite, les paramétres ont été
enregistrés sur une période plus longue (~30-45 min) afin d’analyser les effets des injections

de QPZ et les effets du méthysergide sur les fonctions cardiorespiratoires et de déglutitrices.
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D. Variables analysées

Les activités intégrées des nerfs Phr, X et XII ont été utilisées afin de mesurer les
décharges motrices respiratoires et déglutitrices (durée totale de I'activité de décharge,
amplitude du pic, aire sous la courbe, et le délai entre les débuts et les pics des décharges des

nerfs XII et X, comme décrit précédemment) (Roda et al, 2004; Wang et al, 2013; Horton et

al, 2018). Dans l'ensemble, les analyses ont été effectuées en utilisant des déglutitions

spontanées (n = 233) et induites par la QPZ (n = 307) obtenues chez les mémes animaux (n =
16). La durée des déglutitions a été définie comme étant l'intervalle entre le début de 'activité
de décharge motrice déglutitrice du nerf XII et la fin de l'activité de décharge motrice
déglutitrice du nerf X. Pour l'analyse de la coordination respiration-déglutition dans les
conditions contréle et QPZ, la durée du cycle respiratoire normal a d'abord été calculée a
partir d'au moins 15 cycles respiratoires successifs sans déglutition. Etant donné que les
déglutitions spontanées et induites par la QPZ ont toujours induit des déglutitions isolées et
non répétitives (voir les résultats), 1'occurrence de chaque déglutition isolée a été marquée
dans chaque cycle respiratoire contenant une déglutition (c'est-a-dire un cycle de respiration-
déglutition). Les analyses de la relation de phase entre la respiration et la déglutition ont été

effectuées comme décrit récemment (Horton et al, 2018). La durée des phases inspiratoire et

expiratoire des cycles respiration-déglutition a ét¢ mesurée et normalisée par rapport aux
valeurs contréle. Par conséquent, l'occurrence de chaque déglutition a été¢ exprimée en
pourcentage de la durée controle normalisée de la phase inspiratoire ou expiratoire de la
respiration. Les déglutitions qui apparaissent entre 0 et 20 % de la durée expiratoire
normalisée ont été étiquetées déglutitions post-1, tandis que les autres survenant plus tard au
cours de la phase expiratoire (c'est-a-dire entre 21 et 100 % de la durée expiratoire

normalisée) ont été étiquetées déglutitions Exp, comme précédemment décrit (Horton et al

2018).
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E. Analyses statistiques

Les résultats ont ét¢é moyennés par animal et par groupe. L’amplitude et 1’aire sous la
courbe (AUC) des activités nerveuses intégrées, ainsi que la durée de I’inspiration et de
I’expiration des cycles respiration-déglutition, ont ét¢ normalisées. La normalité des valeurs a
été testée a l'aide du test de Shapiro-Wilk. Les variables a distribution normale ont été
analysées a l'aide de t-tests appariés ou d'une analyse de variance (ANOVA), lorsque deux ou
trois groupes ont été comparés, respectivement. Lorsque la normalité n'était pas vérifiée, les
variables continues étaient comparées a I'aide du test de Wilcoxon apparié non paramétrique
ou du test de Kruskal-Wallis (suivi des tests post-hoc de Dunn). Un test du Chi?> de Pearson
avec la correction de continuité de Yates a été utilis€ pour comparer la distribution des
déglutitions dans le cycle déglutition-respiration entre les groupes témoins (déglutitions
spontanées) et QPZ pour un tableau de contingence 2x2. Les comparaisons des SR obtenues
dans les groupes controle, QPZ et méthysergide ont été réalisées avec un test ANOVA suivi
par les tests post-hoc de Dunnett. Les tests de corrélation de Pearson ont été utilisés pour
comparer l'ampleur du changement de SR avec le changement de la Rf ou de la PA provoqué
par la QPZ. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (SD) ; les valeurs étaient

considérées comme significatives lorsque p < 0.05.

II1. Reésultats

A. Effets systémiques de la QPZ sur les parametres cardiorespiratoires

Les données moyennes des groupes ont montré que 1l'injection systémique de QPZ (1.5
pM/kg) augmentait significativement la fréquence respiratoire (Rf) (23 + 9 vs 30 + 17
cycles/min, respectivement dans les groupes controle vs QPZ ; p < 0.05). Cet effet n'était pas
cohérent entre les animaux puisqu'aucun changement évident (4/16) ou une diminution de la

Rf (4/16) a été observé. Des changements variables de la Rf ont été¢ observés 108 + 36
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secondes apres l'injection et ont duré environ 18 minutes. L'augmentation moyenne de la Rf
¢tait associée a des diminutions non significatives des durées inspiratoire et expiratoire par
rapport aux valeurs contréle (0.78 £ 0.32 vs 0.76 + 0.25s pour l'inspiration, p = 0.72 et 1.98 +
0.9 vs 1.74 £ 0.99s pour l'expiration, p = 0.48). La QPZ systémique a augmenté
significativement la pression artérielle (PA) de 25 + 12 % (87 + 43 vs 109 + 61 mmHg
respectivement dans les groupes contréle vs QPZ; p < 0.001). Cet effet hypertenseur était
constant chez tous les animaux, détecté 69 + 27 secondes apres 1'injection et a duré jusqu'a 30
minutes apres l'injection. L'injection systémique de QPZ n'a provoqué aucun effet sur la
fréquence cardiaque (345 £ 51 vs 341 + 45 bpm, respectivement dans les groupes controle vs

QPZ; p=0.73).
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Figure 23 : Caractérisation des déglutitions controle et induite aprés injection systémique de
Quipazine (QPZ ; 1.5 uM/kg dans 1'aCSF). (A)Tracés montrant une activité respiratoire et des
déglutitions isolées dans les conditions controle et QPZ. Deux types de déglutition sont identifiés sur la
base des activités nerveuses vagale (X) et hypoglosse (XII) et du moment d'apparition de la déglutition
dans le cycle respiratoire : la déglutition de type post-inspiratoire (I-Sw-Exp) et de type expiratoire (Exp-
Sw-Exp). (B) Comparaison des déglutitions I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp au cours d'un cycle respiratoire
dans les conditions contréle et QPZ. Notez que les déglutitions Exp-Sw-Exp sont toujours précédées et
suivies d'une pause expiratoire. (C) Exemple de décharges moyennes (intégrées) des nerfs X et XII
pendant la déglutition de type Exp-Sw-Exp (n = 5) dans les conditions contrdle et QPZ. Les patterns de
décharges observés lors de la déglutition sont identiques dans les deux conditions. Aussi, les délais
mesurés entre le début de ’activité du nerf XII et celui du nerf X sont les mémes dans }e% deux
conditions. PHR : activité du nerf phrénique. 4



B. Caractérisation des déglutitions

Tous les rats analysés dans cette étude présentaient des patterns respiratoires
eupnéiques au début des enregistrements et affichaient des déglutitions spontanées pendant
toute la période de controle qui a duré 15 minutes (Figure 23-A). Ces événements spontanés
ont toujours été isolés au cours du cycle respiratoire (une seule déglutition s'est produite par
cycle) (Figure 23-AB); ils étaient caractérisées par des décharges motrices déglutitrices
typiques sur le nerf hypoglosse (XII) et vague (X), associées a une activité phrénique nulle ou
trés faible (Figure 23; Tableau 1). La déglutition a ¢été constamment observée apres
l'injection systémique de QPZ a une concentration finale de 1.5 pM/kg dans le LCRa. De
maniére similaire aux phénomeénes spontanés, toutes les déglutitions provoquées apres
injection de QPZ ont été isolées (Figure 23-A). La durée des déglutitions ne différait pas
entre les conditions contrdle et QPZ (0.53 = 0.11 vs 0.52 £ 0.14, respectivement, p = 0.43,
tableau S5). Des comparaisons plus détaillées de la durée, de 'amplitude et de 1'aire sous la
courbe (AUC) des décharges li¢es a la déglutition hypoglosse (XII) et vague (X), ainsi que du
délai entre les débuts des décharges XII et X, ont été effectuées dans toutes les conditions.
Tous les parametres n'ont pas changé de manicre significative entre les deux groupes (Figure

23-C; Tableau 1).
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Tableau 1. Quantification des décharges liées a la déglutition

Nerf Hypoglosse Nerf Vague
Controle QPz Controle QPZ

Amplitude N

normalisée 100 101 £ 19 100 97 +9 s
(%)

Aire sous la

b

courve 100 107 + 19 100 98+13

normalisée S
(%)

Duration (s) 0.56 + 0.51 = 0.43 + 0.43 + n

0.12 0.14 0.08 0.06 S

Les données sont exprimées en moyenne = SD, ns : non significatif, test de rang signé par paires
appariées de Wilcoxon ou test t apparié pour les données non paramétriques ou paramétriques, respectivement.

C. La QPZ systémique augmente le taux de déglutition in situ

Les déglutitions spontanées ont été observées a un rythme lent (0.5 + 0.4 déglutition
par min ou dég/min) sans changement significatif au cours de la période de contrdle de +15
min (Figure 24). Le taux de déglutition (SR) a été significativement augmenté 105 + 28
secondes apres l'injection de la QPZ, avec un effet maximal environ 5-6 minutes apres
l'injection de la drogue (Figure 24-A). Cette augmentation a duré 15 min, et le SR moyen sur
cette période était de 2.3 + 0.8 dég/min (p < 0.001). L'ampleur de I'augmentation du SR était

variable entre les animaux, comme en témoignent les valeurs d'écart-type sur la Figure 24-A.

Cela a également été révélé dans les rapports des moyennes individuelles (de 1.1 a 28)
ou les moyennes moyennées (8.5 = 7.6), un autre indice de 'ampleur du changement du SR
dans toutes les conditions. Nous avons en plus déterminé si cette variabilité des réponses a la
QPZ pouvait étre attribuable aux changements de la Rf et/ou de la PA mesurés chez les
mémes animaux. Ce n'était pas le cas, comme 1'a révélé 1'absence de corrélation significative

entre 1'ampleur de 'augmentation du SR et les changements de la Rf (r = 0.358 ; p = 0.20) ou
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de la PA (r=0.519 ; p=0.06). D'autres expériences ont ét¢ menées pour vérifier la spécificité
des réponses suscitées par la QPZ (n=5). Dans ces expériences, les déglutitions spontanées
ont d'abord été enregistrées pendant 15 min (période de controle), puis la QPZ (1.5 M/kg) a
été ajoutée dans le LCRa et le SR a été mesuré pendant 5 min. Enfin, 1'antagoniste des
récepteurs 5-HT2 méthysergide (Methy, 1 uM/kg) a également été ajouté dans le LCRa et le
SR a été mesuré pendant 15 min supplémentaires. Des comparaisons multiples ont montré une

différence significative entre les trois conditions (p < 0.05 ; Figure 24-B).

Une augmentation significative du SR a été trouvée chez les animaux injectés avec la
QPZ seule (p < 0.05 pour les deux comparaisons), alors que le SR n'a pas changé entre les
conditions de contrdle et de Methy (p = 0.99 ; Figure 24-B). Par conséquent, l'effet stimulant

observé avec la QPZ seule a été inhibé par le méthysergide.

D. Coordination respiration-déglutition et effet de la déglutition sur
I’activité respiratoire centrale

Les analyses de relation de phase entre la déglutition et la respiration ont été effectuées
en utilisant des déglutitions isolées spontanées (n=182) et induites par la QPZ (n=229)
(Figure 25-A). Dans les deux cas, aucune déglutition n'est survenue lors de l'inspiration
centrale. La plupart des déglutitions (~85 %) correspondaient aux déglutitions I-Sw-Exp
(Figure 25-A). De plus, aucune déglutition Exp-Sw-Exp n’est apparue a la transition de phase
expiration-inspiration, comme en témoigne 1'absence d'événements dans la derniére partie de
la phase expiratoire du cycle respiration-déglutition normalisé (voir la portion 81-100% de ce
cycle) (Figure 25-A). Ainsi, chaque déglutition expiratoire était précédée et suivie d'une
expiration, comme indiqué sur les tracés électrophysiologiques (Figure 23-AB). La
distribution des déglutitions I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp au cours du cycle respiratoire n'a pas

changé selon les conditions (X2 (1) = 0.79, p = 0.38). In vivo, les déglutitions I-Sw-Exp
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Figure 24 : Effet de la quipazine systémique (QPZ, 1.5 uM/kg) sur la déglutition et son blocage par
le méthysergide (Methy, 1 uM/kg). (A) Exemple de tracés nerveux d’une minute environ obtenus en
condition controle et QPZ. Le taux de déglutition, exprimé en déglutitions par min (sw/min) par
intervalles de 5 min, a ét¢ mesuré 15 min avant (contrdle) et 20 min apres l'injection de la quipazine
(QPZ ; fleche). La QPZ provoque une augmentation significative de la fréquence de déglutition (test de
Kruskal-Wallis, p < 0.001). (B) La fréquence de déglutition, d’abord stable au cours des 15 minutes de la
période contrdle), augmente significativement pendant 15 minutes aprés l'injection de QPZ (***: p <
0.001). (C) Le méthysergide bloque 1'effet excitateur de la QPZ sur la déglutition. Les taux de déglutition
sont d’abord mesurés pendant 15 min en condition controle, pendant 5 min apres l'injection systémique
de la QPZ puis pendant 15 min apres 1'ajout de Methy dans le LCRa. Une ANOVA a un facteur indique
une différence significative entre les conditions (F = 22.9, p < 0.01). Par rapport aux valeurs contrdle, le
taux de déglutition aprés injection de QPZ est significativement augmenté (p < 0.05), tandis que le taux
de déglutition mesuré aprés injection de Methy ne différe pas (p = 0.87).
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mettent fin de facon prématurée a la décharge phrénique précédente sans affecter la

phase expiratoire centrale, tandis que les déglutitions Exp-Sw-Exp prolongent 1’expiration

sans affecter la phase inspiratoire centrale (Saito et al, 2002; Horton et al, 2018).

Pour effectuer des analyses similaires de la relation entre la déglutition et la respiration
centrale in situ, nous avons mesur¢ les effets des déglutitions I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp sur les
phases inspiratoire et expiratoire des cycles de respiration-déglutition dans toutes les
conditions. Contrairement aux études mentionnées ci-dessus, nos résultats ont montré que les
déglutitions I-Sw-Exp ou Exp-Sw-Exp ne modifiaient pas significativement la durée de
l'inspiration ou de l'expiration, que les déglutitions soient spontanées ou induites par QPZ

(Figure 25-B).

E. Effets des injections pharmacologiques centrales sur la déglutition

Les expériences de micro-injection ont d'abord ciblé le NTS (n = 6), une structure clé
impliquée dans la déglutition et probablement la médiation des effets de la sérotonine (Bicger

1981; Hashim et Bieger 1987). Pour identifier la zone de déclenchement de la déglutition dans

le NTS, de I'aspartate de N-méthyl D (NMDA, 1 mMol, 10-50nl) a d'abord été injecté (Figure
26). Ensuite, la pipette contenant le médicament a été retirée et le NMDA a été remplacé par
de la QPZ (3mM, 50-200nl). Apres repositionnement de la pipette aux mémes coordonnées, la
QPZ a été injectée dans le NTS (n=6 ; Figure 26-A). Toutes les micro-injections de NMDA
ont entrainé des déglutitions répétitives et une apnée centrale (Figure 26-B). En revanche,
aucune déglutition n'a pu étre observée lorsque la QPZ a été micro-injectée dans la zone de
déclenchement de la déglutition du NTS (données non présentées). Cela est resté vrai méme
apres des injections répétées (2 fois) du volume le plus élevé (200nl) a une minute d'intervalle,

ou apres avoir augmenté la concentration de la drogue a SmM.
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Figure 25 : Répartition des déglutitions dans le cycle respiratoire et effets de la déglutition sur la
respiration centrale. (A) Les histogrammes montrent 1’occurrence des déglutitions isolées dans des
cycles respiratoires normalisés, ou les phases inspiratoire et expiratoire sont représentées par centile. Le
modele d'une enveloppe phrénique controle dérivé du signal du nerf phrénique intégré moyenné pendant
la respiration fictive (ligne grise) a ¢ét€ superposé au graphique pour mieux représenter la partie
inspiratoire de l'activité respiratoire centrale. Notez qu'aucune déglutition ne s'est produite pendant
l'inspiration. (B) Effets des déglutitions I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp sur la durée du cycle respiratoire pour
toutes les conditions. Pour chaque type de déglutition et pour chaque condition (contrdle ou quipazine),
les phases inspiratoires et expiratoires des cycles respiratoires contenant une déglutition ont été
normalisées et comparées aux valeurs obtenues au cours des cycles respiratoires controle. Il n'y avait pas
de diminution significative de la durée de la phase inspiratoire précédant une déglutition I-Sw-Exp, et
aucun allongement significatif de la durée de la phase expiratoire associée aux déglutitions Exp-Sw-Exp
dans les deux conditions. Les nombres dans les cases représentent le nombre de déglutitions analysées
par condition. 148
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Figure 26. Effets des micro-injections centrales de drogue dans le noyau du tractus solitaire sur la
déglutition. (A) Sites d'injection (triangles) dans le noyau du tractus solitaire (NTS) ou le N-Méthyl-D-
Aspartate (NMDA, 1 mMol, 10-50 nl) provoque de la déglutition rythmique, alors que 1’injection de
quipazine (QPZ 3 mM, 50-200 nl) n’a pas d’effet. (B) Exemple de décharges nerveuses vagale (X) et
hypoglosse (XII) avant et apres I’injection de NMDA dans le NTS (fleche creuse). Quelques secondes
apres I’injection de NMDA, on note la présence de bouffées rythmiques de déglutition (fleches noires)
I’absence de décharges respiratoires (apnée centrale). DMV, noyau moteur dorsal du nerf vague ; AP,
area postrema ; nXII, noyau moteur du nerf hypoglosse.

Dans d'autres expériences, la QPZ (3mM, 50-100nl) a été micro-injectée dans les
noyaux bulbaires du raph¢ afin de cartographier ses effets sur la déglutition (Figure 27). Cette
structure a ¢été choisie car elle contient des neurones sérotoninergiques et non-
sérotoninergiques exprimant des récepteurs SHT2A, et innerve de nombreux noyaux bulbaires

dont le NTS (Paterson et Darnall 2009). Au total, 118 injections ont été faites a 18 sites

différents dans la partie caudale des noyaux du raphé (n=15). Le nombre moyen de descentes

¢tait de 3 = 1, et le nombre moyen d'injections par descente était également de 3 £ 1, par
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animal. Ces micro-injections n'ont produit aucun changement (n=86) ou une augmentation

(n=32) du SR par rapport a la condition témoin (tableau 2).

Tableau 2. Nombre d'injections et effets de la quipazine sur la déglutition par site
d’injection dans les noyaux du raphé bulbaire.

Obex (mm)

Profondeur (mm) +1 +1.5 +2  +25 +3

1.25 6 3(11) A1) 1) ()
1.75 7 96) 509 1) @
2.25 7) 8(6) 6(6) (1) (1)
2.75 — =18 (1) 1)

Les nombres indiqués entre parenthéses ou en gras représentent respectivement les injections associées
a l'absence d'effet ou a une augmentation de la vitesse de déglutition.

De maniére similaire aux expériences avec la QPZ systémiques, toutes les déglutitions
observées apres micro-injections de la QPZ dans les noyaux du raphé sont isolées (Figure 27-
A). Pour évaluer les effets de ces micro-injections sur le SR (et la latence a la premicre
déglutition), nous avons utilisé deux méthodes différentes. Premierement, quel que soit le site
d'injection, toutes les injections réussies conduisant a une augmentation du SR chez un seul
animal (plage 1-4) ont été utilisées pour mesurer le SR moyen par rat. Les valeurs moyennes
du groupe QPZ ont révélé une augmentation significative du SR par rapport aux valeurs
controle (0.8 = 0.7 vs 2.2 £ 0.5, p < 0.001, dans les conditions controle vs QPZ,
respectivement ; Figure 27-C). Le SR a été significativement augmenté durant la premicre
minute post-injection, mais pas au cours de la période post-injection de 5 minutes, par rapport

au controle.
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Figure 27 : Effets des micro-injections de quipazine dans les noyaux bulbaires du raphé sur la
déglutition. (A) Exemple de déglutition (fleches noires) induites par I’injection de QPZ (fleche creuse)
dans le raphé bulbaire Caudal (+1.5 mm de l'obex, -1.75 mm sous la surface). (B) Représentation
schématique des noyaux bulbaires du raphé et des 18 sites testés chez 15 animaux pour cartographier les
effets de la QPZ sur la déglutition. Les sites sont représentés sous forme de camemberts avec différentes
tailles en fonction du nombre total d'injections effectuées chez différents animaux (les petites, moyennes
et grandes tailles correspondent respectivement a 1-2, 3-7 et 8-14 injections) et différentes couleurs selon
sur l'effet du QPZ (blanc : pas de changement ; noir : augmentation de la déglutition ou « succes »). Les
camemberts de couleurs mélangées indiquent les sites ou la QPZ a produit les deux effets et affichent les
pourcentages des effets observés. Notez que trois sites adjacents ont été identifiés dans les parties
caudales du raphé Pallidus et Obscurus ou 50% ou plus des injections testées ont provoqué une
augmentation du taux de déglutition. (C) Taux de déglutition en condition contrdle et apres ipjections
« succes » de QPZ dans les noyaux du raphé. ROb, RPa et RMg : raphé Obscurus, Pallidus et Magnus,
respectivement.



La latence moyenne a la premicre déglutition était de 14 + 11 secondes. Ensuite, nous avons
analysé plus en détail les effets de la QPZ sur la déglutition par site d'injection. Pour ce faire,
nous avons compté le nombre total d'injections effectuées a un site donné chez les différents
rats et déterminé le nombre d'injections réussies (et non réussies) (tableau 2). Une carte
représentant les 18 sites d'injections et les différents effets de la QPZ observés a chaque site
est illustrée a la figure 27-B. Dans la plupart des sites (12/18), les injections de la QPZ n'ont
pas modifié le SR. Cependant, des injections réussies ont été observées sur 6 sites adjacents,
situés dans la région caudale des noyaux du raphé englobant le raphé Pallidus et le raphé
Obscurus. Des données cohérentes ont été¢ obtenues en particulier sur 3 sites, ou plus de 8
injections ont été effectuées et 50% d'entre elles (ou plus) ont entrainé une augmentation du

SR.

Tableau 3. Modifications de la vitesse de déglutition (SR) apres des micro-injections de la
quipazine (QPZ) dans les sites les plus réussis dans les noyaux du raphé.

Sites réussis (mm) Taux de déglutition (déglutition/min)

Depuis ’'Obex Profondeur Controle QPZ 0-1min QPZ0-5min Latence

+1.5 -1.75 0.8 29 2.0 7.8
+1.5 -2.25 0.8 3.0 21 6.0
+2 -2.25 1.4 2.3 2.0 13.4
Mean 1.0 2.7 2.2 9.1

SD 0.3 0.4 0.1 3.9

Le tableau 3 montre le SR moyen mesuré aprés injection de la QPZ sur ces sites. Avec
cette méthode d'évaluation, la valeur du SR dans chacun des 3 sites variait de 2.3 a 3.0
déglutitions par minute, et les valeurs du groupe ont montré une augmentation significative du
SR a une minute, mais pas sur I'ensemble de la période post-injection de 5 minutes (tableau 3).
Il convient de noter que la voie systémique ou centrale d'injection de la QPZ a entrainé un SR
similaire (2.3 + 0.8 vs 2.7 £ 0.4 dég/min, respectivement, p = 0.19), bien que la voie

systémique produise des effets plus longs que la voie centrale. La latence de la premiere
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déglutition trouvée avec cette méthode ¢était de 9.1 +/- 3.9 s. Fait intéressant, les micro-
injections de la QPZ dans les noyaux bulbaires du raphé n'ont eu aucun effet sur la Rf (30 +
10 vs 30 £ 8 cycles/min, respectivement dans les groupes témoins vs QPZ ; p = 0.34), ni sur la

PA (78 = 23 mmHg pour les deux groupes).

IV. Discussion

Les résultats obtenus ont démontré que 1'agoniste sérotoninergique QPZ induisait de la
déglutition in situ, et que cet effet était bloqué par l'antagoniste des récepteurs 5-HT2
méthysergide. Les déglutitions spontanées et induites par la QPZ étaient isolées et avaient des
patterns moteurs ainsi qu’une relation avec la respiration centrale similaires. Les micro-
injections centrales de QPZ dans le NTS n'ont pas induit de déglutition, alors que les micro-

injections dans les noyaux bulbaires du raphé ont augmenté le SR.

Ainsi, nous suggérons que la stimulation pharmacologique de la déglutition par la
QPZ in situ représente un modele d’étude prometteur des circuits du CPGd, des mécanismes

de la neuromodulation de la déglutition et des interactions respiration-déglutition.

A. Distribution des récepteurs sérotoninergiques centraux

La  sérotonine  5-hydroxytryptamine (5-HT) est un  neurotransmetteur
monoaminergique répandu dans le cerveau, et les noyaux du raphé dans le tronc cérébral
représentent la principale source d’innervation 5-HT vers le cerveau et la moélle épiniere.
Une grande variété de sous-types de récepteurs SHT (5-HTR), allant de 5-HTR1 a 5-HTR7,
contribuent a D’effet neuromodulateur de la sérotonine. Plusieurs structures du réseau

respiratoire et du réseau déglutiteur recoivent des projections 5-HT denses (Holtman 1988;

1990; Voss et al, 1990; Jacobs et Azmitia 1992; Hodges et Richerson 2008; Descarries et al

2010) et expriment une majorit¢ de 5-HT1 et 5-HTR2, bien que d’autres sous-types de

récepteurs aient été trouvés. Par exemple, le NTS contient des neurones exprimant les sous-
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types de récepteurs 5-HTR1a, 5-HTR1b, 5-HTR2a, 5-HTR2c¢c (Okabe et al, 1997; Paterson et

Darnall 2009; Austgen et al, 2012), 5-HTR3 (Nosjean et al, 2002), 5-HTR4 (Edwards et Paton

1999) et S-HTR7 (Matott et Kline 2016). Un marquage axonal a aussi été observé, notamment

dans le tractus solitaire (Cornea-Hebert et al, 1999). Dans le bulbe rachidien ventral, les

neurones du complexe de pré-Botzinger expriment les récepteurs 5-HTR1a, 5-HTR2a et 5-

HTR4a (Doi et Ramirez 2010; Manzke et al, 2010; Niebert et al, 2011). Dans le pont dorso-
latéral, les neurones parabrachiaux expriment les récepteurs 5S-HTR1a, 5S-HTR2a, 5-HTR2c¢ et
5-HTR3. De plus, les noyaux moteurs craniens et spinaux impliqués dans la respiration et/ou
la déglutition présentent une large densité de terminaisons axonales 5-HT. Les motoneurones

hypoglosses expriment les récepteurs 5-HTR1a, 5-HTR1b et 5-HTR2a (Liu et Wong-Riley

2010). Ces récepteurs sont aussi retrouvés dans le noyau ambigu, ou des motoneurones

laryngés et pharyngés sont localisés (Liu et Wong-Riley 2010; Wang et Ramage 2001;

Dergacheva et al. 2007). Les motoneurones phréniques sont connus pour exprimer une

multitude de récepteurs sérotoninergiques, tels que 5-HTR1b, 5-HTR2a et 5S-HTR2c (Mantilla

et al, 2012). Ainsi, un tel nombre de structures exprimant une telle diversité de sous-types de

5-HTR suggére que la 5-HT (ou agonistes sérotoninergiques tel que la QPZ) est probablement

impliquée dans de multiples effets fonctionnels.

B. Spécificité et effets fonctionnels de la quipazine

La quipazine est principalement un agoniste 5-HTR2a (Cohen et Fuller 1983; Glennon

et al, 1983; Gorea et Adrien 1988), mais a aussi une activité agoniste faible sur les 5-HTR1b

(Sills et al, 1984; Goodwin et Green 1985; Peroutka 1986). La quipazine agit comme un

agoniste puissant sur les récepteurs 5S-HTR3 périphériques (Cohen et Fuller 1983; Ireland et

Tvers 1987; Round et Wallis 1987). De manicre intéressante, le récepteur S-HTR2a stimulé

par la QPZ a ét¢ utilisé pour induire une activité motrice et pour promouvoir la convalescence

de cette fonction apreés des dommages subis a la moélle épinicere (Courtine et al, 2009; Swann
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et al, 2017). La quipazine induit aussi de la locomotion fictive via stimulation des récepteurs

5-HTR2a sur la préparation de moélle épinicre de rat nouveau-né in vivo (Oueghlani et al,

2020). Au niveau cellulaire, la QPZ excite les interneurones et motoneurones du réseau

locomoteur spinal via la stimulation des récepteurs 5S-HTR2a (Chopek et al, 2013; Slawinska

et al, 2014). Différentes études suggerent aussi que la QPZ n’aurait aucune affinité pour les

autorécepteurs S-HTR 1a, classiquement couplés aux protéines G inhibitrices (Gorea et Adrien

1988; Slawinska et al, 2014; Oueghlani et al, 2020). Ainsi, il est raisonnable de penser que

I’induction de la déglutition fictive aprés injection systémique de QPZ in situ soit
principalement obtenue via la stimulation centrale des récepteurs 5-HTR2a. Le blocage de cet
effet stimulant par 1’antagoniste aux récepteurs 5S-HTR2 (méthysergide) est en accord avec

cette hypothese.

De nombreuses expériences ont démontré le role des 5-HTR2a dans le contrdle central

de la respiration (Baker-Herman et al, 2004; Bou-Flores et al, 2000; Cayetanot et al, 2002;

Kinkead et al, 2002; Ramirez et al, 2004), ainsi que sur la régulation cardiovasculaire

(Dergacheva et al, 2007; Shen et al, 2007; Villalon et Centurion 2007), ce qui est en accord

avec l’expression somatodendritique de 5-HTR2a (allant de modérée a forte) dans les
structures bulbaires impliquées dans le contrdle cardiorespiratoire, dont des motoneurones

craniens (Zhan et al, 2002). L’activation de 5-HTR2a induit une dépolarisation membranaire

ainsi qu'une fréquence de décharge augmentée des motoneurones phréniques et hypoglosses

(Morin et al, 1992; Lindsay et Feldman 1993; Bobker 1994), d’interneurones expiratoires de

la colonne respiratoire ventrale (Lalley et al. 1995), ainsi que de neurones préganglionnaires

sympathiques (Pickering et al, 1994). De maniere intéressante, 1’injection intraveineuse

d’agoniste sérotoninergique ayant une action sur les 5-HTR2a (et 2¢) améliore la stabilité des

voies aériennes supérieures et fait augmenter la pression artérielle (PA) (Ogasa et al, 2004).

Ainsi, les augmentations de Rf et PA observées apres injection systémique de QPZ peuvent
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résulter d’une large stimulation des 5-HTR2a exprimés par les neurones bulbaires du réseau
cardiorespiratoire. Nos résultats n’ont pas montré de corrélation significative entre les
changements de Rf et PA par rapport aux changements de SR apres injection systémique de
QPZ. Ainsi, nous pensons que 1’augmentation de la déglutition aprés injection systémique de
QPZ n’est pas un effet secondaire 1i¢ aux altérations des fonctions cardiovasculaires. Des
structures bulbaires distinctes peuvent médier les effets fonctionnels différents de la QPZ.
Ceci est renforcé par nos résultats montrant que les micro-injections de QPZ dans les noyaux

du raphé bulbaires ont aussi augmenté la SR sans affecter la Rf ou la PA.

C. Effets de la QPZ sur la déglutition

Les ¢tudes précédentes sur la modulation sérotoninergique de la déglutition montrent
des résultats conflictuels chez le rat anesthésié. Les effets stimulants de différents agonistes
sérotoninergiques tels que la 5-HT, Cholophénylpiperasine (CPP) et QPZ ont d’abord été

rapportés (Bieger 1981), alors que Kessler et Jean (Kessler et Jean 1985, 1986) ont montré des

effets inhibiteurs de différentes monoamines telles que la noradrénaline, 5-HT ainsi que la
QPZ, suggérant 1’existence dans le NTS d’une inhibition sérotoninergique du réflexe
déglutiteur induit par la stimulation des afférences laryngées. Ces différences peuvent étre
dues a [lutilisation de différentes doses d’agonistes sérotoninergiques, mais aussi a

I’utilisation d’anesthésiants différents entre les études (Hashim et Bieger 1987). L’effet

excitateur de la QPZ sur la déglutition retrouvé dans nos expériences dépourvues d’anesthésie
confirme ces observations (Bicger 1981). Cependant, une dose similaire de QPZ (1-2uM/kg)
a produit un effet plus court in situ (15 min, résultats présentés) qu’in vivo (jusqu’a plusieurs
heures) (Bieger 1981). De manicre similaire, un SR plus rapide a été rapporté in vivo (jusqu’a
7-8 déglutitions par minute). La température corporelle plus basse et/ou une diminution de

biodisponibilité de la drogue peut étre responsable de 1’effet réduit de la QPZ in situ.
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Toutes les déglutitions spontanées et induites par la QPZ sont isolées et ont montré un
pattern moteur déglutiteur de méme type, avec un délai similaire entre le début de des

décharges déglutitrices du XII et du X. Cette séquence motrice physiologique caractérise la

phase pharyngée de la déglutition (Gestreau et al, 2005; Horton et al, 2018). De maniere
intéressante, 1’antagoniste 5S-HTR2 méthysergide bloque de maniére efficace 1’effet stimulant
de la QPZ sur la déglutition sans pour autant supprimer toutes les déglutitions. Ces résultats
suggerent que la QPZ pourrait augmenter ’excitabilit¢ du CPGd via stimulation des 5-HTR2.
Ils suggerent aussi que le blocage des 5-HTR2 n’a pas d’effet sur les mécanismes impliqués
dans la production de déglutition spontanée (ou réflexe). Les déglutitions spontanées in situ
ont été interprétées comme étant dues a un gating inhibiteur incomplet provenant du pont

(Bautista et Dutschmann 2014; Bautista et al, 2014). Nous n’excluons cependant pas la

possibilité d’une entrée de fluide (ou de mouvements de fluide) dans les voies aériennes
supérieures produisant une excitation tonique sur les afférences périphériques impliquées dans

la déglutition, dont résulte un petit nombre de déglutitions réflexes in situ.

D. Coordination entre la respiration et la déglutition in situ

Toutes les déglutitions induites par la QPZ ont été isolées, ce qui nous a permis
d'analyser la coordination respiration-déglutition et les effets d'une déglutition sur l'activité
respiratoire centrale in situ. Cette méthode d’induction pharmacologique de déglutitions
isolées représente un avantage par rapport a la stimulation électrique des nerfs laryngés
supérieurs ou a l'injection d'eau dans la cavité pharyngée qui entrainent des déglutitions

répétitives (Gestreau et al, 1996; Bautista et Dutschmann 2014; Horton et al, 2018; Fuse et al

2020). La plupart des déglutitions ont été produites a proximité de la transition de phase entre

l'inspiration et la post-inspiration, en accord avec les données expérimentales précédentes in

vivo (Dick et al, 1993; Horton et al, 2018) et in situ (Bautista et Dutschmann 2014; Bautista et

al, 2014). Cependant, aucun changement significatif dans la durée de l'inspiration centrale ou
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de l'expiration causée par les déglutitions I-Sw-Exp ou Exp, respectivement, n’a été observe.
Ceci est en contraste avec les récents résultats obtenus chez les animaux ventilés (Horton et al,

2018), mais en accord avec une observation précédente lors d'une auto-réanimation de stade 2

in situ (Bautista et al, 2014). La respiration fictive in sifu n'est pas associée au mouvement de
la cage thoracique, au flux de D’air, a la rétroaction vagale des poumons, a la rétroaction
musculaire ou aux changements de pression glottique ou sous-glottique. Les présentes
données suggérent une contribution de ces paramétres dans les interactions déglutition-
respiration. Ceci est en accord avec les preuves qu’il existe une modulation négative de
l'initiation de la déglutition par la rétroaction vagale, ainsi qu’une réinitialisation de la
déglutition par l'inflation pulmonaire, soulignant le rdle important de l'activité afférente

pulmonaire vagale dans la coordination respiration-déglutition (Horton et al, 2018). De

futures expériences in situ utilisant une ventilation artificielle via les voies respiratoires

supérieures ou un tube trachéal pourraient aider a explorer davantage le role de ces parametres.

E. Le NTS et la modulation sérotoninergique de la déglutition

Le NTS est censé contenir les neurones sensoriels de second ordre et les circuits
centraux formant le générateur de rythme central de la déglutition du tronc cérébral (CPGd)
responsable de la phase pharyngée de la déglutition, qui est purement réflexe (Jean 1984;

Bieger 2001; Ertekin et Aydogdu 2003; Costa 2018). La déglutition peut étre déclenchée en

activant des récepteurs NMDA ou non-NMDA localisé€s dans le NTS, suggérant que les deux
sous-types de récepteurs peuvent étre impliqués dans le déclenchement de la déglutition

(Kessler et Jean 1991). Conformément a cette observation, nos résultats ont montré que des

déglutitions répétitives avec apnée centrale étaient facilement évoquées aprés une micro-
injection de NMDA dans la zone de déclenchement de la déglutition dans le NTS. Cependant,
aucune déglutition n'a pu étre induite aprés micro-injection de QPZ dans les sites actifs du

NTS, malgré l'expression connue des récepteurs S-HT (dont les récepteurs 5S-HTR2a) dans les
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neurones du NTS (Cornea-Hebert et al, 1999; Paterson et Darnall 2009). Cette absence d'effet

de la QPZ suggere que le NTS n'est pas un site central ou la neurotransmission
sérotoninergique médiée par les récepteurs 5S-HTR2a initie la déglutition. Cela contraste

nettement avec les conclusions des résultats chez les rats anesthésiés, bien que la 5-HT mais

pas la QPZ ait ét€¢ micro-injecté dans le NTS (Hashim et Bieger 1987). D'autres expériences
sont nécessaires pour clarifier cette neuromodulation sérotoninergique complexe apparente de
la déglutition, mais nos résultats suggerent que la sérotonine peut agir sur des récepteurs

autres que 5-HTR2a pour moduler les déglutitions au niveau du NTS.

F. Les noyaux bulbaires du raphé pourraient moduler la déglutition

Des travaux antérieurs de Kessler et Jean (1986) ont montré que la stimulation
¢lectrique de plusieurs structures du tronc cérébral chevauchant des régions sérotoninergiques,
telles que le noyau raphé Magnus et le noyau raphé Pallidus, induisait une inhibition de la
déglutition. Des résultats opposés ont été obtenus dans notre étude, puisque les micro-
injections de la QPZ dans la région caudale des noyaux bulbaires du raph¢, y compris le raphé
Obscurus et le Pallidus, ont augmenté le SR. Des différences méthodologiques entre les deux
¢tudes peuvent expliquer ces résultats contradictoires. Tant chez le rongeur que dans le tronc
cérébral humain, les noyaux du raphé contiennent des groupes distincts de neurones, c'est-a-
dire des cellules sérotoninergiques et non sérotoninergiques, abritant différents récepteurs

sérotoninergiques, et sont censés jouer des roles fonctionnels distincts (Paterson et Darnall

2009). Compte tenu de cette hétérogénéité des neurones, l'excitation neuronale globale
utilisant la stimulation électrique peut ne pas étre la méthode la plus appropriée pour étudier la
modulation sérotoninergique de la déglutition. En revanche, il est concevable que la micro-
injection de drogue dans les noyaux du raphé ait exercé une stimulation plus sélective des
sous-types neuronaux, dévoilant un effet de stimulation sérotoninergique sur la déglutition.

De manicre intéressante, les noyaux du raph¢ seraient impliqués dans le controle du réflexe de
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la toux (Poliacek et al, 2014). A notre connaissance, la présente étude est la premiere a

suggérer une implication directe des noyaux bulbaires du raphé dans le contrdle de la

déglutition.

Les neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé bulbaires expriment des
autorécepteurs somatodendritiques 5-HTR1a responsables de l'inhibition de la transmission
sérotoninergique, alors que les neurones non-sérotoninergiques du raphé qui expriment les 5-
HTR2a excitateurs sont impliqués dans certaines fonctions autonomes telles que le controle

de la respiration (Sotelo et al. 1990; Paterson et Darnall 2009). De maniére intéressante, les

neurones sérotoninergiques et non-sérotoninergiques du raphé bulbaire ont montré des

propriétés électrophysiologiques distinctes (Bayliss et al, 1997a, 1997b) et un grand nombre

de projections neuronales non-sérotoninergiques du raphé sont glutamatergiques (Jackson et

al, 2009).

Ainsi, différentes informations afférentes au NTS provenant des noyaux du raphé
bulbaire pourraient exercer une neuromodulation différentielle sur le réseau respiratoire et le
réseau déglutiteur. Nous suggérons que la QPZ pourrait stimuler les récepteurs S-HTR2a post-
synaptiques des neurones sérotoninergiques ou plus probablement des neurones non-
sérotoninergiques du raphé, ce qui pourrait en retour exciter les neurones du NTS du CPG
déglutiteur. Des investigations supplémentaires sont nécessaires pour vérifier cette hypothese,
notamment pour démontrer une excitabilit¢ accrue des neurones du raphé lors de la

déglutition, et identifier leur phénotype ainsi que les projections afférentes et efférentes.

G. Pertinence des résultats

Les noyaux du raphé jouent un role majeur dans le contrdle de I'excitabilité des
motoneurones craniens et rachidiens et de la fonction autonome, y compris la respiration

(Benarroch 2014). Cette étude propose un role des noyaux du raphé bulbaire sur le contrdle
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sérotoninergique de la déglutition, bien que les conditions précises permettant de stimuler les
noyaux du raphé afin d’induire la déglutition restent a élucider. Nos résultats renforcent
I’hypothése qui inclut les noyaux du raphé comme étant une structure extrins€que importante
au CPG déglutiteur, notamment en agissant comme un lien entre les structures corticales et le
réseau déglutiteur du tronc cérébral (Bieger 2001). Par exemple, si les régions du raphé
identifiées dans nos résultats recoivent des projections provenant des aires corticales
impliquées dans la déglutition et ont des projections efférentes vers le CPGd du NTS, alors
elles pourraient étre impliquées dans le controle volontaire de la déglutition. La perte de
neurones sérotoninergiques du raphé bulbaire survient dans les atrophies multisystématisée

(Benarroch 2014), ainsi que chez des patients souffrant de dysphagie (Do et al. 2020). De plus,

des difficultés respiratoires et alimentaires sont fréquemment observées dans le syndrome de

Prader-Willi (PWS) et de Shaaf-Yang (Fountain et Schaaf 2016), et plusieurs altérations des

noyaux du raphé ont été montrées chez les souris modele de PWS (Zanella et al, 2008;

Zanella et al, 2009; Matarazzo et al, 2017).

Une meilleure connaissance de la modulation sérotoninergique de la déglutition,
incluant les mécanismes d'action et les types de récepteurs sérotoninergiques impliqués,
pourrait étre particulierement utile afin de proposer de nouveaux traitements aux patients

souffrant de dysphagie.
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Chapitre 2 : Effet de I’abolition de la phase post-inspiratoire
sur la déglutition et sur la coordination respiration-déglutition

I. Introduction

La cavité oropharyngée représente un passage commun pour ’air et la nourriture
solide ou liquide. De ce fait, la respiration et la déglutition doivent étre coordonnées de
manicre précise afin de maintenir la protection des voies aériennes inférieures. Chez I’Homme
adulte, les déglutitions apparaissent préférentiellement a des phases définies du cycle
respiratoire. La plupart des déglutitions sont observées a la fin de I’inspiration (I), i.e. pendant

la transition entre I et la phase post-inspiratoire (Post-I) de la respiration (Martin-Harris et al,

2003; Nishino 2012; Pitts et al, 2013; Rowe et al, 2021). La déglutition peut aussi apparaitre

plus tardivement pendant 1’expiration (E), particuliérement a la transition de phase entre la
Post-1 et E. Ces patterns de coordination appelés I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp, sont caractérisés

par une pause expiratoire (ou apnée de déglutition) apres la déglutition (Yagi et al, 2017).

D’autres types de déglutitions existent aussi mais apparaissent rarement chez I’Homme sain.
C’est le cas des déglutitions apparaissant pendant la phase I (I-Sw-I), ou juste avant la phase [
(Exp-Sw-I). De maniére importante, les troubles de la coordination entre la respiration et la
déglutition sont associés a une plus grande incidence d’apparition des patterns [-Sw-I et Exp-

Sw-1 chez les patients atteints de dysphagie (Kalia 2003; Troche et al, 2011; Terzi et al. 2010;

Nishino 2012; Yagi et al. 2017). La dysphagie est hautement prévalente a la fois chez les

personnes agées et les personnes souffrant de maladies neurologiques, et augmente le risque

de pneumonie par aspiration (Mandell et Niederman 2019). De plus, la mortalité associée a la

pneumonie par aspiration est tres élevée (Won et al, 2021).

Les structures corticales contribuent a la déglutition volontaire, en particulier pour la

phase orale de la déglutition, mais aussi a 1’intégration sensorimotrice pendant la déglutition
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(Troche et al, 2014). En revanche, I’occurrence de la déglutition dans le cycle respiratoire

semble dépendre d’interactions neuronales propres au tronc cérébral. En effet, des expériences
faites chez 1’animal décérébré ont montré une coordination et un pattern de déglutition

semblables a ceux observés chez ’animal sain, notamment le pattern I-Sw-Exp (Dick et al

1993; Bonis et al, 2011; Horton et al, 2018 Chapitre 1 des résultats). Ainsi, les interactions

cellulaires entre les générateurs de rythme centraux (CPGs) du tronc cérébral responsables de
la respiration (CPGr) et de la déglutition (CPGd) sont probablement impliqués dans la

protection des voies aériennes (Bianchi et Gestreau 2009; Horton et al, 2018; Troche et al,

2014)

Cependant, les structures neuronales et les circuits responsables du contrdle

physiopathologique de la coordination respiration-déglutition sont méconnus.

La phase (bucco) pharyngée de la déglutition est critique pour la protection des voies
aériennes. Celle-ci est caractérisée par une rétraction de la langue, une élévation hyolaryngée,
une constriction pharyngée et une adduction des cordes vocales (parmi d’autres mouvements

coordonnés des voies aériennes supérieures) (Jean 2001; Gross et Trapani-Hanasewych 2017;

Panara et al, 2022). Ces muscles sont principalement commandés par des motoneurones

localisés dans le tronc cérébral (Miller 1982; Tell et al, 1990; Gestreau et al, 1996; Shaw et

Martino 2013), dont les motoneurones hypoglosses et laryngés qui jouent un rdéle important

(Shiba et al, 1999; Gestreau et al, 2000; Roda et al, 2002; Sun et al, 2011). Des études

antérieures ont suggéré que le CPGr et le CPGd se chevauchent et contiennent des neurones
partagés ou multifonctionnels qui peuvent influencer la commande motrice de la langue et/ou

des muscles laryngés pendant différents comportements (Gestreau et al, 1996; Saito et al,

2002; 2003; Gestreau et al, 2005; Roda et al, 2004; Shiba et al, 2007; Sugivama et al, 2014).

On ignore cependant si des pré-motoneurones communs commandent les motoneurones
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hypoglosses ou laryngés pendant la respiration et la déglutition (Gestreau et al, 2005; Shiba et

al, 2007; Bianchi et Gestreau 2009).

La protection des poumons contre I’aspiration pendant la déglutition est
principalement réalisée grace a une pause inspiratoire (apnée de déglutition), une fermeture
laryngée (adduction des cordes vocales) et une prolongation réflexe de I’expiration (Jean

2001; Bianchi et Gestreau 2009). De manicre intéressante, la Post-1 générée par le CPGr est

caractérisée par une inhibition des neurones I et E-tardifs et par une décharge décroissante du

nerf laryngé récurrent dont résulte une fermeture glottique (Bautista et al, 2010; Janczewski et

al, 2013). Ainsi, les neurones activés pendant la Post-I peuvent jouer un role important dans la
coordination respiration-déglutition et/ou dans 1’adduction des cordes vocales pendant la
déglutition. Les neurones Post-I sont localisés dans le complexe de Botzinger (BotC) (Smith

et al, 2007). Nous avons rappelé en Introduction que 1’inhibition du BotC supprime 1’apnée de

longue durée associée a la stimulation des nerfs laryngés supérieurs, mais n’altére pas la

déglutition ni le pattern préférentiel I-Sw-Exp (Sun et al, 2011). Ces résultats suggeérent que

des cellules prémotrices différentes commandent les muscles adducteurs laryngés pendant la

déglutition et la respiration, en accord avec d’autres résultats (Shiba et al, 2007).

Une autre structure clé jouant un rdéle important pour 1’expression de la phase Post-I

est le noyau de Kolliker-Fuse (KF) (Dutschmann et Herbert 2006; Smith et al, 2007). Le KF

est localisé¢ dans le pont dorso-latéral et fait partie du groupe respiratoire pontique (GRP)

(Dutschmann et Herbert 2006; Dhingra et al, 2020). Le KF a de multiples connections avec

les neurones du tronc cérébral comprenant ceux du noyau du tractus solitaire (NTS), de la
colonne respiratoire ventrale (CRV) et des motoneurones du noyau ambigu (NA)

(Dutschmann et al, 2004; Ezure et Tanaka 2006; Yokota et al, 2007). Le KF pourrait contrdler

I’activation des neurones Post-I pendant la respiration, ainsi que [’activité prémotrice

inspiratoire hypoglosse, et jouer un rdle dans différents comportements respiratoires
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orofaciaux (Dutschmann et Herbert 2006; Bautista et Dutschmann 2014; Dutschmann et al,

2021). De plus, des neurones prémoteurs hypoglosses ont été identifiés dans et autour du KF

(Roda et al, 2004). L’inactivation pharmacologique du KF a 1’aide d’isoguvacine provoque

une suppression de ’activité tonique mais pas de [’activité phasique des motoneurones

laryngés pendant la déglutition induite par injection buccale d’eau chez le rat in situ (Bautista

et Dutschmann 2014). Cependant, aucune mesure quantitative des commandes motrices
laryngée et hypoglosse n’a été effectuée dans ce dernier travail. De plus, la coordination
respiration-déglutition n’a pas pu étre mesurée car l’injection d’eau provoquait des

déglutitions répétitives et non isolées.

En dehors du KF, le PiCo (ou complexe post-inspiratoire) pourrait étre impliqué dans

le controle de la post-inspiration (Anderson et al, 2016). En effet, en 1’absence du pont, le

PiCo décharge de manicre erratique en phase avec I’activité post-inspiratoire vagale, mais une
activité stable est restaurée apres injection de norépinéphrine, une substance neuromodulatrice

de la respiration libérée par les structures pontiques (Hilaire et al, 2004). In vivo, la

stimulation de cette région résulte en une production d’activité ressemblant a de la Post-I sur
le nerf vague cervical. De plus, I’équipe de McMullan a montré que cette région serait
importante pour la phase laryngée de la déglutition, mais pas pour 1’apnée liée a la déglutition,
suggérant que cette région analogue au PiCo pourrait étre un relais de la commande motrice

vagale (Toor et al, 2019).

Au total, notre ¢étude vise a clarifier le role de la phase post-inspiratoire et des
structures pontiques dans la coordination respiration-déglutition et dans la commande motrice
laryngée et hypoglosse lors de la déglutition. Dans ce travail, nous avons utilis¢ la préparation
perfusée in situ chez le rat et la déglutition a été induite par injection de quipazine, de fagon

similaire a notre étude précédente (Berge-Laval et Gestreau 2020 ; voir le premier chapitre

des résultats). Les activités motrices hypoglosse, vagale et phrénique ont été mesurées en
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condition contréle (c’est-a-dire avec le tronc cérébral intact) et aprés transection ponto-
bulbaire (TP). Nous avons vérifi¢ les trois hypothéses suivantes : 1) La commande prémotrice
laryngée a une origine pontique pour le controle nerveux de la respiration, tandis que cette
origine est bulbaire pour la déglutition. 2) Le pont contribue a la commande motrice
hypoglosse lors de la déglutition. 3) Le pont joue un role clé dans la protection des voies

aériennes inférieures et intervient dans la coordination entre la respiration et la déglutition.

II. Matériels et méthodes

A. Modéle expérimental

Toutes les expériences ont été faites sur la préparation perfusée coeur-tronc cérébral
isolés in situ chez le rat Wistar (P15-20 ; n=18 ; 50-110g ; Janvier Labs, Le Genest St Isle,

France). La procédure a été détaillée dans le chapitre « Matériels et Méthodes » commun.

B. Induction pharmacologique de la déglutition

Nous avons utilisé le modele d’induction pharmacologique de la déglutition tel que
décrit dans le Chapitre 1 des résultats, ou 1’agoniste sérotoninergique quipazine (QPZ,
quipazine maleate, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) a été ajouté dans le LCRa

(1,5uM/kg) toutes les 20 minutes.

C. Recueil et analyse des parameétres physiologiques

Les activités brutes et intégrées des nerfs ont été utilisées pour identifier et mesurer la
durée, ’amplitude et I’aire sous la courbe des phases de la respiration et des décharges
déglutitrices (X et XII). Les méthodes employées ont été¢ détaillées dans les matériels et
méthodes, ainsi que dans le chapitre 1 des résultats. Pour rappel, une méthode de seuillage
semi-automatique appliquée aux activités nerveuses intégrées permet de marquer
individuellement les bouffées de décharges respiratoires et déglutitrices (Offline Sorter,

Plexon Inc., Dallas, TX, USA Ver2). A partir de ces bouffées marquées individuellement, la
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durée (secondes), I’enveloppe moyenne et I’amplitude des décharges (unité arbitraire) ont été
ensuite quantifiées (Offline Sorter, Plexon Inc., Dallas, TX, USA Ver3.266). L’enveloppe
moyenne des décharges a ¢té utilisée pour mesurer 1’aire sous la courbe (AUC, arbitrary unit).
La durée de la séquence motrice de déglutition a été mesurée entre le début de la décharge
déglutitrice du nerf XII et la fin de la décharge déglutitrice du nerf X. L amplitude et I’ AUC
des activités motrices nerveuses respiratoire et déglutitrice ont été normalisées par rapport a la
période contrdle. Pour analyser la coordination respiration-déglutition, la durée des cycles
respiratoires sans déglutition a d’abord ét¢é mesurée en condition contréle et apres TP en
utilisant au moins 20 cycles respiratoires. Lorsque la déglutition était présente, la durée des
cycles a ét¢ mesurée de nouveau. En condition controle, chaque déglutition observée était
isolée, c’est-a-dire qu’une seule déglutition était associée a un cycle respiratoire. Apres TP,
¢tant donné que la phase expiratoire était significativement plus longue (voir résultats),
plusieurs déglutitions pouvaient parfois étre observées au sein d’un cycle respiratoire. Dans ce
cas, les cycles en question ont été retirés de 1’analyse. La durée des phases respiratoires
(inspiration et expiration) a été normalisée par rapport aux valeurs contrdles mesurées dans
chaque condition (échelle de 0 a 100% de la durée de chaque phase respiratoire).
Puisqu’aucune déglutition n’a été observée pendant la phase inspiratoire, la position de
chaque déglutition a ensuite été rapportée en pourcentage de la durée normalisée de la phase
expiratoire. Les déglutitions qui apparaissaient entre 0 et 20% de la durée normalisée de la
phase expiratoire ont été considérées comme des déglutitions de type I-Sw-Exp, celles
apparaissant entre 21 et 90% ont été classées comme Exp-Sw-Exp et celles apparaissant entre

91 et 100% ont été considérées comme Exp-Sw-I (Horton et al, 2018).

167



D. Protocole expérimental

Toutes les variables ont été mesurées pendant une période contréle de 15 minutes. La
QPZ (1,5 uM/kg) a été ajoutée pour augmenter le taux d’apparition des déglutitions 100
secondes avant le début de la période contrdle afin de prendre en compte la latence d’effet
(voir chapitre 1 des résultats). Apres la période contrdle, le pont a été¢ coupé a I’aide d’une
lame de scalpel fixée a un microdescendeur et présentée perpendiculairement a la jonction
ponto-bulbaire. La transection a été pratiquée, au plan dorsal, au niveau du pdle caudal des

colliculi inférieurs. En accord avec les résultats de Smith et Collaborateurs (Smith et al, 2007)

sur la préparation in situ chez le rat, cette TP a permis d’obtenir une activité respiratoire de
type apneustique, avec une phase inspiratoire prolongée, un pattern phrénique sans rampe, et
la perte quasi compléte d’activité post-inspiratoire vagale. Une fois la TP effectuée (condition

TP), les variables physiologiques ont été enregistrées pendant 30 minutes.

E. Vérification histologique de la transection ponto-bulbaire

A la fin de chaque expérience, le bulbe rachidien a été systématiquement récupéré
pour la vérification histologique de la transection. Le tissu nerveux a été fixé pendant
quelques jours dans du paraformaldéhyde 4%, puis transféré dans une solution a 30% de
sucrose pendant 24h. Les bulbes ont été congelés dans 1’isopentane, enrobés dans I’OCT, puis
coupés a 1’aide d’un cryostat afin d’obtenir des coupes frontales sériées d’une épaisseur de
50um. Les sections les plus rostrales ont été sélectionnées pour vérifier le niveau de
transection. Les coupes sélectionnées ont été colorées au crésyl-violet, déshydratées dans
I’alcool, plongées dans le xyléne et montées entre lames et lamelles. Le niveau des coupes et

donc de transection a été estimé en utilisant un atlas de cerveau de rat (Paxinos et Watson

1998) (voir Figure 28).

168



F. Analyses statistiques

La comparaison statistique des données a été effectuée en utilisant des tests t appariés
pour des variables de distribution normale, et avec un test de classement signé par paires de
Wilcoxon pour les mesures non paramétriques. La normalité de la distribution a été testée a
I’aide d’un test de normalité Shapiro—Wilk. L’indépendance de la table de contingence a été
testée a 1’aide du test du chi®* de Pearson avec la correction de continuité de Yates. Les
résultats sont exprimés en écart-type moyen (SD). Les différences ont été considérées comme

statistiquement significatives lorsque p < 0,05.
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Figure 28 : Effet de la transsection pontobulbaire sur les parametres respiratoires. (A) Schéma
représentant les niveaux de transsection (n=10) du tronc cérébral. Chaque barre colorée correspond au
niveau de transsection d’une préparation. L’axe de la transsection, ainsi que ses limites dorsale et
ventrale, ont été reproduits grace a 1’examen anatomo-histologique des derniéres coupes de bulbe
rachidien rostral ou de pont caudal encore entieres (B) et situées juste avant la transsection (TP). (C)
Activité brute et intégrée () de I’activité respiratoire motrice enregistrée sur le nerf phrénique (PHR),
vague (X) et hypoglosse (XII) avant (contrdle) et aprées TP. On remarque I’allongement du cycle
respiratoire, la perte d’activité motrice post-inspiratoire vagale et le changement de pattern de décharge
phrénique et hypoglosse apres TP. IC : colliculi inférieurs; scp : pédoncule cérébelleux supérieur; MoS :
noyau moteur du nerf trijumeau; 7n : nerf facial; Sol : tractus solitaire; AS : groupe noradrénergique; Pn :
noyau pontique; LSO : noyau de I’olive latérale supérieure; 7 : noyau moteur facial; Amb : noyau
ambigu; VRN : noyau réticulaire ventrolatéral.
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III. Résultats

A. Variables et pattern respiratoire en condition controle

L’activité nerveuse respiratoire en condition controle (n=18) a montré un pattern
respiratoire triphasique physiologique (Figure 28). L’inspiration (I) a été caractérisée par
I’activité en rampe du nerf phrénique (Phr). L’activité du Phr atteint un pic a la fin de I, puis
décline de maniere abrupte (off-switch inspiratoire). La post-inspiration (Post-I) est reconnue
par un pic d’activit¢ vagale (X) initial, suivi par un pattern de décharge décroissant.
L’expiration tardive (E2) est définie par la période de silence entre la fin de la Post-I visible
sur le nerf X et le début de I’activité I suivante observée sur le nerf PHR. De plus, une activité
pré-inspiratoire est observée sur le nerf hypoglosse (XII). La fréquence respiratoire moyenne
(Rf) en condition contrdle était de 29 £+ 13 cycles/min. La fréquence cardiaque (HR) et

pression de perfusion était de 293 + 82 bpm et 101 + 41lmmHg, respectivement.

B. Effets de la transection sur le pattern et la fréquence respiratoire

Pour I’ensemble des transections pratiquées, les observations faites en fin d’expérience
ainsi que l’analyse histologique ont permis de vérifier que les noyaux bulbaires rostraux
¢taient totalement séparés des structures pontiques et que le niveau de transection a peu varié
d’un animal a Dlautre (Figure 28-AB). Dans chaque cas, la TP a induit de profonds
changements du pattern respiratoire caractérisés par 1’absence de la rampe phrénique lors de
la phase inspiratoire et I’absence de phase Post-1 vagale (Figure 28-C). Le pattern respiratoire
controle a 3 phases s’est donc transformé en un pattern a 2 phases a la suite de la transection
(Figure 28-C). En outre, I’alternance de phases I-E observée apres TP était également
accompagnée par la perte d’activité pré-I sur le nerf XII. Une décharge I synchrone a donc été

observée sur les trois nerfs moteurs. En plus de ces changements de pattern moteur, une
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diminution significative de la Rf a été observée aprés TP (29 + 13 en contrdle vs 5 + 2

cycles/min aprés TP ; p <0,001).
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Figure 29 : Identification et caractérisation des déglutitions avant et aprés transsection
pontobulbaire. Activités motrices brutes et intégrées du nerf phrénique (PHR), vague (X) et hypoglosse
(XII) pendant la respiration et la déglutition en condition contrdle (A) et aprés transsection pontobulbaire
(TP, B-C). Les déglutitions ont ¢été identifiées et caractérisées grace aux breéves décharges motrices
vagales (fleche diagonale) et hypoglosses (fleche verticale) et respectant 1’alternance physiologique XII-
X (dans I’ordre), apparaissant pendant la phase post-inspiratoire (I-Sw-Exp, A-B) ou la phase expiratoire
tardive (Exp-Sw-Exp, C). (D) Activité motrice déglutitrice intégrée moyenne du nerf vague (trace du
haut) et du nerf hypoglosse (tracé du bas) avant et aprés TP (tracés noir et rouge, respectivement, n=10).
On note que I’activité vagale qui précede la décharge déglutitrice en condition contréle correspond a
I’activité post-inspiratoire et que celle-ci est absente en condition TP. L’amplitude de décharge
hypoglosse différe significativement avant et apres TP (*, p < 0,05), tandis qu’aucune modification
significative de la décharge déglutitrice vagale n’est observée (Test des rangs signés de Wilcoxon).
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Cette réduction de la Rf est due a ’augmentation de la durée de I (0,64 = 0,17 vs 2,33 £ 0,91
sec, contrdle vs TP, p < 0,001) et de I’expiration (1,91 £ 1,02 vs 11,79 £+ 5,4 sec, control vs
TP, p < 0,001) (Figure 28-C). Contrairement aux variables respiratoires, les variables

cardiovasculaires sont restés identiques aux valeurs controles (99 +£ 41 mmHg pour la BP, p =

0,123; 290 £ 83 bpm pour le HR, p =0.116).

C. Effet de la transection sur P’activité motrice de déglutition

Dans cette étude, nous n’avons pas distingué les déglutitions spontanées de celles
induites par la QPZ car elles posseédent toutes deux des caractéristiques similaires (voir
chapitre 1 des résultats). Les déglutitions contrdles sont caractérisées par une décharge breve
et quasi concomitante du nerf X et XII (Figure 29-A). Celles-ci sont observées soit
immédiatement aprés ’inspiration (type I-Sw-Exp), soit plus tard au cours de ’expiration,
auquel cas la déglutition est précédée et suivie par une expiration (type Exp-Sw-Exp) (Figure
29-BC). La TP n’a pas modifi¢ de maniere significative la fréquence de déglutition (SR) (1,39
+ 1 vs. 0,99 £+ 0,52 sw/min, pour la condition contrdle vs. TP, respectivement, p = 0,07). De
méme, la durée totale de la séquence motrice de déglutition n’a pas vari¢ de manicre

significative (0,50 £ 0,14 vs. 0,52 = 0,17 secs pour controle vs. TP, respectivement, p = 0,48).

Cependant, 1’aire sous la courbe (AUC) de la décharge motrice hypoglosse observée
lors de la déglutition a significativement diminué aprés TP (-21 £ 31 % comparé a la
condition contrdle, p < 0,01) (Figure 29-D). Aucune modification n’a été observée pour la
décharge motrice du nerf X lors de la déglutition (3 + 23 % comparé au contrdle apres TP, p =
0,87) (Figure 29-D). Plus précisément, la durée des décharges motrices déglutitrices X et XII
n’a pas changé apres TP (X = 0,43 + 0,08 vs. 0,46 £ 0,11 sec, contrdle vs. TP respectivement,
p = 0,09 ; XII = 0,55 + 0,14 vs. 0,55 = 0,19 sec, contrdle vs. TP respectivement, p = 0,87,

Figure 29-D). Toutefois, I’amplitude de la décharge motrice déglutitrice du XII a
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significativement diminué aprés TP (-15 + 28 % comparé au contrdle apres TP, p < 0,05,

Figure 29-D), tandis que celle
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Figure 30 : Analyses de la coordination respiration-déglutition aprés transsection pontobulbaire.
(A) Distribution des déglutitions spontanées isolées dans le cycle respiratoire normalisé en condition
controle (graphe du haut) et apres transsection pontobulbaire (TP, graphe du bas). Les barres
d’histogramme bleues représentent la proportion de déglutitions isolées en condition contréle (tracé du
haut), et en rouge la proportion des déglutitions apres TP (tracé du bas) par percentile. Dans les deux
graphes et dans les deux conditions, la ligne grise représente I’activité normalisée de I’activité phrénique,
permettant de démarquer la phase inspiratoire de la phase expiratoire. Dans chaque condition, la plupart
des déglutitions apparaissent dans ’intervalle 0-10% de ’activité expiratoire normalisée, bien qu’apres
TP les déglutitions sont davantage distribuées pendant la phase expiratoire. En outre, 8% des déglutitions
apparaissent juste avant la phase inspiratoire (Exp-Sw-I). (B) Activité brute et intégrée du nerf phrénique
(PHR), vague (X) et hypoglosse (XII) représentant un cycle respiratoire apres TP. On note que ce cycle
est précédé d’une déglutition de type Exp-Sw-I. La fléche verticale représente le début de la décharge
deéglutitrice hypoglosse et la ligne pointillée le début de I’inspiration. On note que la fin de la déglutition
coincide avec le début de la phase inspiratoire.
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de la décharge motrice vagale lors de la déglutition n’a pas changé (3 = 20 % comparé au

controle apres TP, p = 0,958, Figure 29-D).

D. La transection altére la coordination respiration-déglutition

Nous rappelons ici que la durée des cycles respiratoires a été normalisée pour
I’analyse de la coordination respiration-déglutition. Au total, n=540 déglutition controle et
n=239 déglutition aprés TP ont été analysées. Aucune déglutition de type Interrupt-I ou I-Sw-
I n’a été observée quelle que soit la condition. En condition contrdle, la majeure partie des
déglutitions étaient de type [-Sw-Exp, tandis que les autres correspondaient a des déglutitions
de type Exp-Sw-Exp (Figure 30). En revanche, aprés la transection, trois patterns de
coordination respiration-déglutition ont été observés. (Figure 30). On peut noter que la
majorité des déglutitions observées aprés TP étaient de type I-Sw-Exp, en dépit du fait que la
durée de I’expiration était six fois supérieure a celle mesurée en condition contrdle (Figure
30-A). Pour les déglutitions de type I-Sw-Exp, la TP n’a pas changé la durée de I’intervalle
entre la fin de D’inspiration et le début de la déglutition (0,17 £ 0,12 vs. 0,19 + 0,15 sec,
controle vs. TP respectivement, p = 0,77). D’autres déglutitions de type Exp-Sw-Exp ont été
observées apres TP. En outre, environ 8% des déglutitions observées aprés TP étaient des
déglutitions de type Exp-Sw-I, un pattern de coordination jamais observé en condition
controle (Figure 30-B). Afin de comparer la distribution des déglutitions dans la phase
expiratoire entre les conditions controle et TP, nous avons analysé le pourcentage du nombre
total de déglutitions obtenu dans chacun des 3 intervalles de la phase expiratoire : de 0-20%,
de 20-60% et de 60-100%. Les résultats (exprimés en Control vs TP) indiquent : pour le
premier intervalle (0-20%), 93 vs 64% ; pour le second intervalle (20-60%), 6 vs 18% ; et
pour le troisieme intervalle (60-100%) : 1 vs 18%. L’ analyse statistique de ces données par un
test de Chi2 montre que la distribution des déglutitions dans le cycle respiratoire est

significativement modifiée apres TP (X2 (1) = 26,57, p < 0,005). Cette modification
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significative est liée a 1’augmentation du nombre de déglutitions de type Exp-Sw-I dans le

groupe TP.

IV. Discussion

Dans cette étude, nous avons employ¢ une méthode de transection ponto-bulbaire afin
d’¢liminer la phase post-inspiratoire et d’analyser les conséquences sur la commande motrice
des nerfs X et XII lors de la déglutition et sur la coordination entre la déglutition et la
respiration. Comme cela était attendu, les résultats montrent trés clairement que 1’ablation du
pont entraine un pattern respiratoire apneustique et biphasique, notamment marqué par la
perte de l’activité post-inspiratoire vagale. Dans ces conditions cependant, nos résultats
montrent que la commande motrice vagale permettant 1’adduction des cordes vocales pendant
la déglutition reste inchangée. En revanche, nous avons observé une diminution significative
de ’amplitude et de 1’aire sous la courbe de la bouffée nerveuse hypoglosse associée a la
déglutition. Enfin, la transection a altéré la coordination entre la respiration et la déglutition.
En effet, des déglutitions de type Exp-Sw-1, c’est-a-dire des déglutitions qui ont lieu juste
avant I’inspiration, ont été¢ observées apres la transection mais jamais en condition controle.
Ce travail indique que les structures respiratoires pontiques participent non seulement a la
protection des voies aériennes pendant la déglutition, mais contribuent aussi a la commande

motrice destinée aux muscles de la langue.

A. La commande laryngée lors de la déglutition est d’origine bulbaire

La phase laryngée de la déglutition est marquée par une forte adduction des cordes
vocales qui permet de protéger les voies aériennes inférieures en évitant 1’aspiration trachéale
de tout ou partie du bol alimentaire. Cette fermeture de la glotte est accompagnée d’une
constriction pharyngée afin d’augmenter la pression intraluminale du pharynx et propulser le

bol vers I’cesophage, ainsi que du basculement de I’épiglotte dont le role est d’empécher la

176



pénétration laryngée (Bosma 1957; Shaker et al, 1990; Bautista et al, 2014). Nous avons vu en

Introduction que les muscles responsables des mouvements effectués lors de la phase laryngée

de la déglutition sont innervés par le nerf vague (Matsuo et al, 2008). Les motoneurones

innervant ces muscles sont localisés dans le NA (Doty 1968; Miller 1982). Des
enregistrements intracellulaires des motoneurones adducteurs des cordes vocales réalisés in
vivo pendant la respiration et la déglutition ont révélé qu’une trés large proportion de

motoneurones est activée au cours des 2 taches motrices (Gestreau et al, 2000). Ces résultats

peuvent étre interprétés de 2 manicres différentes. Soit des influx excitateurs provenant de
neurones prémoteurs distincts convergent sur les mémes motoneurones, soit ces neurones
moteurs font 1’objet d’une commande prémotrice commune lors de la respiration et la
déglutition. Nos résultats indiquent que la commande laryngée observée lors de la post-
inspiration est totalement abolie aprés la transection ponto-bulbaire, tandis que la décharge
vagale destinée aux muscles du larynx pendant la déglutition n’est pas modifiée. Ces
observations corroborent d’autres résultats obtenus par Bautista et Dutschmann (2014) apres
inactivation du noyau KF par I’injection d’isoguvacine et indiquent donc que la commande
laryngée n’émane pas des mémes neurones prémoteurs pendant la respiration et la déglutition.
Les ¢éléments indispensables a la commande motrice vagale lors de la déglutition sont donc
entierement localisés dans le bulbe rachidien, alors que 1’adduction des cordes vocales en

post-inspiration dépend des neurones localisés dans le GRP (Dutschmann et Herbert 2006;

Smith et al, 2013; Bautista et Dutschmann 2014).

Dés lors, on peut se demander de quelle(s) structure(s) bulbaire(s) pourrait provenir la

commande motrice laryngée observée lors de la déglutition.

Nous avons vu en Introduction que le CPGd se situe dans le NTS au niveau du bulbe

rachidien dorso-médian (Jean 2001). Récemment, une étude ¢élégante sur le contréle nerveux

177



de la vocalisation a montré que certains neurones du NTS projetaient directement sur le noyau

moteur ambigu (Hernandez-Miranda et al, 2017). Le NTS pourrait donc a la fois générer la

(O—a Cmd prémotrice Sw Py ¥
O—d Cmd prémotrice laryngée Sw A E

 Cmd prémotrice laryngée Resp

J>— Cmd prémotrice hypoglosse Sw T d
O—a Pump cells PSR Poumons
Neurone inspiratoire

LPBr

Commande motrice
Commande motrice laryngée
hypoglosse

Figure 31 : Schéma général des connexions avérées ou supposées dans la commande prémotrice
hypoglosse (pendant la déglutition) et laryngée (pendant la déglutition et la respiration). Illustration
des différents noyaux importants pour la respiration et la déglutition sur une coupe sagittale de bulbe
rachidien. La commande prémotrice laryngée est entierement bulbaire pour la déglutition mais nécessite
les structures pontiques pour la phase post-inspiratoire de la respiration. La déglutition peut étre
déclenchée via stimulation du nerf laryngé supérieur (+, NLS) innervant le larynx qui excite les neurones
du groupe déglutiteur dorsal (DSG) situ¢ dans le noyau du tractus solitaire (NTS). Les neurones du DSG
envoient la commande déglutitrice vers les noyaux effecteurs correspondants. La majeure partie de la
commande prémotrice hypoglosse est bulbaire mais nécessite aussi une commande prémotrice provenant
du noyau de Kolliker-Fuse (KF) et I’aire intertrigéminale (I5). Les chiffres entourés rouges représentent
trois niveaux d’incertitudes concernant différents mécanismes nécessitant de plus amples investigations.
Le (1) représente I'incertitude concernant la modulation périphérique de la déglutition : les Pump
cells pourraient exercer une action inhibitrice sur les neurones du DSG pendant linflation
pulmonaire. Le (2) désigne l'incertitude concernant I'interaction inhibitrice entre les neurones
inspiratoires du PreBotC: est-elle directe ou indirecte ? Le (3) indique I’incertitude concernant la
commande prémotrice laryngée pendant la déglutition : elle pourrait provenir d’une connexion directe
entre le NTS et le noyau ambigu (Amb) ou d’une voie indirecte passant par des neurones de la réticulée
intermédiaire (complexe post-inspiratoire, PiCo) avant d’atteindre les motoneurones Amb. LPBR :
région parabrachiale latérale; AS : groupe neuronal noradrénergique; BotC : complexe de B¢tginger;
PreBotC : complexe de préBétzinger: rVRG : groupe respiratoire ventral rostral; cVRG : groupe
respiratoire ventral caudal; XII : noyau moteur hypoglosse ; PSR : Récepteurs sensibles a 1’étirement
pulmonaire.



séquence motrice de déglutition et transmettre la commande prémotrice laryngée. Cette
hypothése reste néanmoins a prouver. En dehors du NTS, nous avons vu que le noyau
réticulaire intermédiaire avait été¢ impliqué récemment dans la phase laryngée de la déglutition,
cette dernic¢re étant supprimée apres inactivation pharmacologique de ce noyau (Toor et al,
2019). 1l est donc plausible que la commande motrice soit ¢laborée dans le NTS lors de la
déglutition puis transmise a des neurones prémoteurs laryngés du noyau réticulaire
intermédiaire. Cette hypothése est compatible avec les spéculations faites par les auteurs de

I’article princeps sur le PiCo (Anderson et al, 2016), mais elle reste a prouver (Figure 31).

B. Le pont contient des neurones prémoteurs hypoglosses impliqués dans
la déglutition

Nos résultats ont indiqué que la transection ponto-bulbaire avait significativement
diminué I’amplitude et 1’aire sous la courbe de I’activité motrice hypoglosse pendant la
déglutition. En revanche, la durée de la bouffée motrice hypoglosse n’a pas été modifiée par
la transection. Fonctionnellement, I’effet constaté aprés la 1ésion du pont pourrait se traduire
par une propulsion moins puissante du bol alimentaire par la langue vers la cavité pharyngée.
Une autre cause d’affaiblissement du coup de piston lingual au moment de la déglutition se
rencontre chez des patients souffrant de paralysie nerveuse hypoglosse, cette derniere pouvant

étre associée a la dysphagie (Watanabe et al, 2019). Il est donc possible que le risque de

dysphagie soit accru en 1’absence des structures pontiques. Cette hypothése rejoint donc 1’idée
détaillée dans le chapitre suivant postulant que le pont joue un réle crucial dans la

coordination respiration-déglutition et la protection des poumons.

Le noyau moteur hypoglosse recoit de multiples connections issues de plusieurs
noyaux du tronc cérébral, en particulier les régions associ€s a la respiration tel que le PreBotC,

le NTS, le noyau parabrachial et le KF (Borke et al, 1983; Fay et Norgren 1997; Chamberlin

2004). Des neurones prémoteurs hypoglosses ont été identifiés dans le KF et la région
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intertrigéminale aprés injection de fluorogold dans le noyau moteur du XII chez le rat (Roda

et al, 2004). Le caractére monosynaptique de ces projections a été confirmé dans une étude

récente utilisant un virus trans-synaptique modifi¢ permettant d’infecter uniquement les

prémotoneurones hypoglosses mais pas les interneurones d’ordre supérieur (Guo et al, 2020).
L’ensemble de ces données anatomiques indique que des neurones prémoteurs hypoglosses
sont présents dans le pont dorso-latéral (KF et région intertrigéminale). Nos résultats
suggerent que certains de ces neurones participent a la rétraction de la langue pendant la

déglutition (Figure 31).

Pendant la respiration, il a ét¢ montré que les neurones du KF exercaient une
commande prémotrice sur les motoneurones hypoglosses afin de controler la protrusion de la

langue pendant I’inspiration chez le chat décérébré (Kuna et Remmers 1999). Toujours in vivo,

I’anesthésie volatile provoque une augmentation de I’activité inspiratoire du nerf hypoglosse
corré¢lée a une augmentation de 1’expression de c-Fos dans les neurones prémoteurs
hypoglosses du KF. In situ, I’activation des récepteurs orexinergiques du KF modifie

I’activité pré-inspiratoire du nerf hypoglosse (Dutschmann et al, 2007). De plus, la stimulation

du KF par du glutamate altere la décharge respiratoire hypoglosse (Gestreau et al, 2005). Ces

résultats étayent le role des motoneurones hypoglosses du KF dans le contrdle de 1’activité
respiratoire et de la résistance au flux d’air au travers des voies aériennes supérieures. Les
neurones prémoteurs hypoglosses localisés dans la région pontique péritrigéminale et
parabrachiale sont modulés par la norépinéphrine qui facilite leur excitabilité (Boyle et al,
2019). En revanche, peu d’études corroborent I’implication des prémotoneurones hypoglosses

du pont dans d’autres comportements moteurs (Jakus et al, 2004; Gestreau et al, 2005; Roda

et al, 2004). Chez le rat, la destruction unilatérale du KF par Iésion électrolytique altére

cependant la décharge bilatérale des nerfs hypoglosses pendant la déglutition. Ainsi, nos
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résultats confirment 1’implication du pont dans la commande motrice hypoglosse lors de la

déglutition.

C. Le pont est essentiel pour la protection des voies aériennes inférieures

La coordination entre la respiration et la déglutition est un phénoméne complexe qui
se traduit par 1’apparition des déglutitions a certains moments préférentiels dans le cycle

respiratoire chez I’Homme comme chez 1’animal (Shaker et al, 1992; Dick et al, 1993; Saito

et al, 2002; Bonis et al, 2011; Martin-Harris et McFarland 2013; Pitts et al, 2015). Nous avons

étudié les effets de la transection ponto-bulbaire sur la coordination entre la respiration et la
déglutition. Les résultats montrent que la coordination est significativement altérée apres
transection. En effet, un nouveau type de déglutition (Exp-Sw-I) a été observé dans 8% des
cas, le moment de déclenchement intervenait juste avant I’inspiration et ces déglutitions
n’¢taient donc pas suivies par une période d’expiration. Il est important de noter que chez le
rat, le chat et ’Homme ce type de déglutition est associé a un fort risque d’aspiration (Terzi et

al, 2007; Nishino 2012). Le cas est un peu différent chez la chévre puisque de nombreuses

déglutitions peuvent se produire vers la fin de 1’expiration, ce qui semble étre normal chez les

ruminants (Bonis et al, 2011). Néanmoins, une courte période d’expiration suit ce type de

déglutition en fin d’expiration tardive. De maniere intéressante, 1’équipe de Forster et
collaborateurs ont pu déceler des anomalies de la coordination respiration-déglutition chez la
chevre éveillée aprés destruction des noyaux pontiques dorso-latéraux a 1’aide d’acide

iboténique (Bonis et al, 2011). Concernant les déglutitions qui apparaissent vers la fin de la

phase d’expiration tardive, les auteurs ont rapporté que la lésion provoquait la suppression de

la prolongation réflexe de I’expiration (Bonis et al, 2013). Ainsi, nos résultats chez le rat

corroborent ceux obtenus chez la chévre et montrent un déréglement sévere de la coordination

respiration-déglutition en 1’absence des structures pontiques.
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Dans I’étude de Bautista et Dutschmann (2014) mentionnée plus haut, I’inactivation
du KF par I’isoguvacine a entrainé la perte d’une activité laryngée tonique tandis que les

bouffées laryngées phasiques persistaient pendant la déglutition rythmique induite par la

stimulation de I’oropharynx avec de I’eau (Bautista et Dutschmann 2014). En raison de
I’activité tonique observée en condition contrdle et perdue apres 1ésion, les auteurs suggerent
que le KF exerce un role protecteur des voies aériennes inférieures pendant la déglutition.
Méme si notre travail aboutit & la méme conclusion, nous n’avons pas observé d’activité
tonique sur le nerf vague lorsque la déglutition est induite (de manicére isolée et non

rythmique) par la quipazine.

Nous émettons 1’hypothése que I’activité tonique observée par Bautista et Dutschmann
(2014) est liée a la méthode de stimulation employée (injection manuelle d’un volume d’eau
important a ’aide d’une seringue). En effet, ce type de stimulus périphérique provoque
certainement ’activation d’un grand nombre de mécanorécepteurs et chémorécepteurs de la
cavité oropharyngée et laryngée, ce qui n’est probablement pas le cas lors de 1’induction
pharmacologique. Nous avions vu dans [’Introduction (Chapitre 5 sur la coordination
respiration-déglutition) qu’une telle activité afférente, médi€e essentiellement par les fibres du
nerf laryngé supérieur, devrait alors activer fortement les neurones du CPGd situés dans le

NTS (Saito et al, 2002; Hashimoto et al, 2019; Fuse et al, 2020; Kinoshita et al, 2021;

Yamamoto et al, 2021). On ne peut pas exclure que cette excitation soit ensuite relayée du

NTS au noyau KF et que ce dernier ajuste la commande motrice. Si cette spéculation est
correcte, cela voudrait dire que le KF participe a ce qu’on pourrait appeler « la composante
tonique de la commande laryngée » selon le niveau d’activité périphérique. Notons que le
bénéfice réel de cette composante tonique sur la protection des voies aériennes supérieures ne

nous apparait pas clairement.
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D. Circuits bulbaires et protection des voies aériennes inférieures

Nous avons montré qu’en 1’absence des structures pontiques de trés nombreuses
déglutitions continuaient d’étre évoquées immédiatement apres 1’activité inspiratoire, avec un
délai identique par rapport aux déglutitions controles. En condition controle, nous pourrions
dire que de telles déglutitions se produisent en post-inspiration et peuvent &tre nommées

déglutitions de type « Post-I » (Horton et al, 2018). Or en dépit de la disparition de la phase

post-inspiratoire a la suite de la transection bulbopontique, ce type de déglutition se produit

toujours. Ces faits nous permettent de tirer trois conclusions.

La premi¢ére est que la phase post-inspiratoire n’est pas, en soi, une phase
indispensable pour la déglutition, méme si cette phase est permissive et peut représenter un
avantage mécanique (voir Introduction). La seconde est qu’il est probablement beaucoup plus
juste de nommer ce type de déglutition « [-Sw-Exp » plutét que déglutition Post-I, comme
nous 1’avons fait la plupart du temps dans ce manuscrit. La troisiéme est que ce pattern
particulier (et privilégi€¢) de coordination entre la respiration et la déglutition témoigne d’un
couplage important entre I’inspiration et la déglutition. En termes de mécanismes
neurophysiologiques ce couplage pourrait étre médi€ par des connexions inhibitrices

réciproques entre le CPGd et les neurones du PreBotC, comme cela a été suggéré récemment

(voir Fig.7 dans Horton et al, 2018). Rappelons ici qu’en plus de ce mécanisme central
proposé, un mécanisme d’origine périphérique médié par le nerf vague empéche la déglutition
de se produire pendant I’inflation pulmonaire (i.e., pendant I’inspiration). Le NTS intégre non
seulement les informations afférentes des NLS mais aussi celles des récepteurs sensibles a

I’étirement pulmonaire.

Les « pump cells » du NTS sont connectées aux fibres périphériques vagales et leur
activation pourrait permettre de controler le moment de déclenchement de la déglutition

(Berger et Dick 1987; Bellingham et Lipski 1992; Kubin et al, 2006; Horton et al, 2018).
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En conclusion, le NTS est probablement une structure clé du bulbe rachidien pour
garantir une coordination physiologique entre la respiration et la déglutition. De futures
expériences doivent étre mises en ceuvre afin de vérifier 1’existence de projections inhibitrices

entre le NTS et le PreBotC et/ou entre le PreBotC et le NTS.
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Chapitre 3 : Activités de décharge des motoneurones
hypoglosses et des neurones de la colonne respiratoire ventrale
au cours de la respiration et la déglutition

I. Introduction

Les mécanismes nerveux responsables de la coordination entre la respiration et la
déglutition sont mal connus. Bien que le réseau déglutiteur ait fait ’objet de nombreuses

études (Jean 2001; Ertekin et Aydogdu 2003; Martin-Harris et al, 2005; Sasegbon et Hamdy

2017), il persiste de nombreuses zones d’ombre sur son organisation anatomo-fonctionnelle et

sur ses interconnections avec le réseau respiratoire (Laitman et Reidenberg 2013; Bolser et al,

2013). Nous avons vu dans les chapitres précédents que ces deux activités motrices mettaient
en jeu globalement les mémes muscles des voies aériennes supérieures afin d’effectuer des
mouvements antagonistes. Par exemple, la langue se rétracte pendant la déglutition alors
qu’elle effectue une protrusion pendant I’inspiration. De plus, de fortes interactions
synaptiques inhibitrices existent entre les neurones des réseaux de la déglutition et de la
respiration €tant donné qu’il est impossible d’inspirer et déglutir en méme temps. Aussi,
lorsqu’une déglutition est produite au sein du cycle respiratoire, on observe une
réinitialisation de I’expiration afin de repousser la phase inspiratoire suivante et éviter ainsi la
fausse route alimentaire. Le noyau du tractus solitaire représente le centre intégrateur des
informations végétatives le plus important et contient les neurones du groupe respiratoire

dorsal (Bianchi et al, 1995) ainsi que ceux composant le groupe déglutiteur dorsal (Jean 2001).

Le NTS semble donc étre une structure de choix pour coordonner la respiration et la

déglutition.

Cependant, la vision simpliste basée sur I’hypothése que le réseau déglutiteur et le
réseau respiratoire sont distincts a ét¢ remise en question par de nombreux travaux dont
certains résultats électrophysiologiques obtenus a Marseille et dans d’autres laboratoires.
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Mesurer 1’activité de décharge des neurones respiratoires pendant la déglutition est une

méthode classique permettant de sonder le fonctionnement des réseaux moteurs du tronc

cérébral au cours de taches motrices différentes (Grelot et al, 1992; Milano et al, 1992; Dick

et al, 1993; Gestreau et al, 1996; 2005; Bianchi et Gestreau 2009; Hashimoto et al, 2019; Fuse

et al, 2020; Umezaki et al, 2020; Kinoshita et al, 2021). Ces différentes études, ainsi que
d’autres, ont montré que le réseau respiratoire possédait des neurones multifonctionnels, c’est-
a-dire des neurones capables d’étre activés lors de la respiration mais aussi lors de fonctions

motrices non respiratoires telles que la toux, I’éternuement, le vomissement, la déglutition ou

la phonation (Gestreau et al, 1996; 2000; 2005; Shiba et al, 1999; Bolser et al, 2006; Shiba et

al, 2007; Bianchi et Gestreau 2009; Umezaki et al, 2020). Ces activités multifonctionnelles

observées pour différents éléments du CPGr (motoneurones mais aussi prémotoneurones et
interneurones proprio-bulbaires ou proprio-spinaux) indiquent qu’il ne s’agit probablement
pas d’une simple interaction entre deux réseaux moteurs distincts ou dédiés et figés mais
d’une véritable plasticit¢é fonctionnelle ou réorganisation des réseaux moteurs du tronc
cérébral, qui pourrait €étre analogue a ce qui a été décrit pour les réseaux moteurs chez les

invertébrés (Marder et Bucher 2007; Marder 2011; Daur et al, 2016; Otopalik et al, 2017;

Mantziaris et al, 2020; Northcutt et Schulz 2020). Ainsi, dans ce travail, nous avons souhaité

poursuivre ’analyse électrophysiologique de différentes populations de neurones du réseau
respiratoire pendant la respiration et la déglutition. Les objectifs étaient d’utiliser la
préparation in situ et notre modéle d’induction pharmacologique de la déglutition afin, 1)
d’enregistrer les activités de décharge de motoneurones hypoglosses identifiés
fonctionnellement, puisque ces éléments représentent une sortie motrice importante a la fois
pour le CPGr et le CPGd, et 2) d’enregistrer I’activité des neurones I, Post-I et E2 de la
colonne respiratoire ventrale pendant la respiration et la déglutition afin d’approfondir nos

connaissances sur les interactions neuronales au cours de ces deux taches motrices distinctes.
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II. Matériels et méthodes

A. Modé¢le expérimental

Toutes les expériences ont été faites sur la préparation perfusée cceur-tronc cérébral
isolés in situ de rats Wistar (P17-21 ; n=27; 80-110g ; Janvier Labs, Le Genest St Isle,

France). La procédure a été décrite dans le chapitre Matériel et Méthode commun.

B. Induction pharmacologique de la déglutition

L’apparition des déglutitions isolées a été¢ augmentée a 1’aide de la quipazine tel que
décrit dans le chapitre 1 des résultats de cette thése. La quipazine a été administrée dans le

LCRa (voie systémique) de la préparation perfusée in situ a une concentration de 1,5uM/kg.

C. Recueil et analyse de I’activité extracellulaire neuronale

Les enregistrements extracellulaires ont été effectués a I’aide de multi-électrodes
(NeuroNexus, Michigan, USA). Les coordonnées permettant d’atteindre le noyau moteur
hypoglosse étaient: 0.1-0.6 mm en latéralité, 0-0.6 mm rostral a 1’obex, 0.4-1,1 mm en
profondeur. Celles permettant d’atteindre la colonne respiratoire ventrale étaient : 1.8-2.3 mm
en latéralité, 0.5-2.5 mm rostral a I’obex, 1,8-2,6 mm en profondeur. A posteriori, les activités
brutes sont seuillées afin d’extraire tous les potentiels d’action (PA) émis par les neurones au
voisinage de I’¢lectrode (Spike Sorting ; Logiciel OpenEx, Plexon Inc. USA). Selon de
multiples critéres calculés par ordinateur (amplitude, durée, composantes principales) tous les
PA émis par un méme neurone sont identifiés et triés afin d’obtenir un train de décharge
unitaire. Les PA sont ensuite remplacés par des signaux qui ne conservent que 1’aspect
temporel de la décharge neuronale, permettant de marquer graphiquement ou se produisent les
PA (aussi appelé «raster », pour exemple voire Figure 32-A). Le test d’autocorrélation
permet de vérifier la présence de la période réfractaire absolue et la qualité de 1’extraction des

PA ou « Spike Sorting ». Une méthode de seuillage appliquée a 1’activité phrénique intégrée a
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permis de détecter chaque bouffée inspiratoire et de calculer le cycle respiratoire moyen. Pour
chaque neurone, I’obtention d’un histogramme de décharge calculé lors du cycle respiratoire
moyen (« cycle-triggered histogram ») a permis de définir le pattern de décharge. La
technique de Spike-Triggered Averaging (STA) a été appliquée pour chaque neurone
enregistré au voisinage du noyau du XII afin de rechercher un PA propagé le long du nerf XII,
prouvant le statut de motoneurone. Cette technique permet de mesurer la relation entre un
signal continue (ici P’activit¢ du nerf XII) et les décharges d’un neurone (ici un neurone
enregistré dans le noyau moteur XII). La branche médiane du XII a été enregistrée
préférentiellement de facon a identifier les motoneurones qui innervent les muscles
protruseurs de la langue (actifs en inspiration). Enfin, le pattern et la fréquence de décharge
des neurones ont été analysés au cours de la respiration et la déglutition. Dans ce travail
préliminaire, les neurones enregistrés au sein de la colonne respiratoire ventrale n’ont pas été

identifiés fonctionnellement par des tests d’activation antidromique ou la technique de STA.

D. Analyses statistiques

La normalité de la distribution a été testée a 1’aide d’un test de normalité Shapiro—
Wilk. Des analyses ANOVA a un facteur ou a mesures répétées suivies de tests post-hoc de
Fisher ont servi a comparer les latences des PA propagés (STA). Les résultats sont exprimés

sous forme de moyenne + SD et les différences sont considérées significatives lorsque p<0.05.

III. Résultats

Dans cette série d’expériences, la fréquence respiratoire moyenne (Rf) des rats était de
21 £ 7 cycles/min et la fréquence des déglutitions (SR) de 3,5 dég/min (induction a 1’aide de
quipazine). Ces valeurs sont similaires aux données obtenues précédemment avec ce méme

modele expérimental in situ.

188



A. Activité des motoneurones hypoglosses

Les enregistrements dans le noyau moteur du XII ont permis de dériver 1’activité
¢lectrique de 122 cellules, dont 68 (56%) correspondaient a des motoneurones innervant les
muscles protruseurs de la langue (test de Spike-Trigger Averaging ou STA positif ; Figure

32). Le pattern et la fréquence de décharge de chaque cellule ont été analysés lors de I’activité
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Figure 32 : Activités nerveuses et cellulaires recueillies simultanément pendant la respiration et la
déglutition fictives. A) Décharges unitaires (rasters 1 et 2) obtenues apres seuillage des activités brutes
(voies 1 et 2) et activités intégrées des nerfs phrénique (JPhr) et hypoglosse ([XII) lors de 3 cycles
respiratoires et d’une déglutition. Le seuillage de I’activité | XII a permis de marquer le début de la
bouftée de déglutition (M) afin de construire I’histogramme illustré en E. B) Autocorrélogrammes des
neurones 1 et 2. C) Mise en évidence des motoneurones par spike-trigger averaging de I’activité brute de
la branche médiane du XII a partir de la décharge des neurones 1 (n=1477 spikes) et 2 (n=3265 spikes),
révélant la présence d’un potentiel d’action propagé dans le nerf avec une latence de 1,0 ms (C1) ou 0,6
ms (C2). Les vitesses de propagation correspondantes sont de 18 et 30 m/s, respectivement. D-E)
Histogrammes montrant la décharge moyenne des neurones 1 et 2 ainsi que I’enveloppe moyenne des
bouffées de décharge intégrées des nerfs X et XII (B1) lors du cycle respiratoire (n=40; D) et la
déglutition (n=17; E). Les 2 motoneurones ont un pattern respiratoire de type I-Aug et innervent les
muscles protruseurs de la langue. Seul le motoneurone 2 est actif pendant I’inspiration et la dépd@tition.



respiratoire spontanée ainsi que lors de la déglutition induite par voie pharmacologique. En
dehors de quelques cellules non-respiratoires (NR, n=7), les patterns respiratoires observés
¢taient de type inspiratoire croissant (I-Aug, n=76) ou décroissant (I-Dec, n=4), inspiratoire

ou expiratoire tonique (I-tonic, n=28 ; E-Tonic, n=7).

Lors de la déglutition, 47/122 cellules (37%) étaient actives (I-Aug, n=28 ; I-tonic,
n=11 ; E-tonic, n=6 ; NR, n=2), la plupart déchargeant de fagcon précoce (Figure 32-A) tandis
que d’autres neurones (n=4) déchargeaient plus tardivement (Figure 33). Parmi ces 47
cellules actives lors de la déglutition, 21 étaient des motoneurones caractérisés par STA aussi
actifs pendant I’inspiration. La fréquence de décharge des cellules participant a la déglutition
¢tait significativement plus élevée pour les neurones E-tonic (47,3 + 3,2 vs 32,8 £4,2 et 27,8
+ 1,1 PA/s pour E-tonic vs I-Aug et I-tonic, respectivement, p<0,05) dont 1’axone empruntait
vraisemblablement la branche latérale du XII innervant les muscles rétracteurs de la langue
(STA négatif dans la branche médiane). Les latences d’apparition du PA propagé mesurées
par STA étaient plus longues (1,23 £ 0,08 ms ; p<0,05) pour les neurones actifs au cours de la

déglutition (n=47) que pour les neurones non-actifs (1,01 £ 0,06 ms ; Figure 32-C).

B. Activité des neurones de la colonne respiratoire ventrale

L’activité électrique de 119 cellules a été enregistrée dans la colonne respiratoire
ventrale rostrale (CVRr), au voisinage du PreBotC et du BotC. Le pattern et la fréquence de
décharge de chaque neurone ont été analysés lors de I’activité respiratoire spontanée ainsi que
lors de la déglutition induite par voie pharmacologique. Les patterns respiratoires des cellules
enregistrées étaient les suivants : [-Aug (n=24), [-Dec (n=2), I-tonic (n=12), E-Dec (n=36), E-
Aug (n=16), E-tonic (n=22) et NR (n=7). Au total, ~50% des cellules enregistrées (59/119)
étaient actives lors de la déglutition. La répartition des cellules actives a cependant varié

considérablement selon le type de pattern respiratoire : I-Aug (8/24) soit 33%, I-Dec (2/2), I-
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tonic (8/12) soit 66%, E-Dec (28/36) soit 78%, E-Aug (0/16) soit 0%, E-tonic (10/22) soit

45%
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Figure 33 : Activités nerveuses et cellulaires recueillies simultanément pendant la respiration et la
déglutition fictives. Décharges unitaires (rasters 1 a 4) obtenues apres seuillage des activités brutes
(voies 1 a 4) et activités brutes et/ou intégrées ( | ) des nerfs phrénique (Phr), vague (X) et hypoglosse
(X1I) lors de 4 cycles respiratoire et d’une déglutition. Le seuillage de I’activité | XII a permis de

marquer la fin de la bouffée de déglutition (M). Les tests de

<« . . . » r . g ‘
spike-trigger averaging  réalisés a

partir de la branche médiane du XII pour les cellules 2 et 4 attestent qu’il s’agit de motoneurones
innervant les muscles protruseurs de la langue. Notez I’activité tardive du motoneurone 4 lors de la
déglutition en plus de son activité lors de la respiration (pattern I-Aug). Cette activité pourrait servir au
repositionnement de la langue apres le mouvement principal de rétraction.
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Figure 34 : Activité d’un neurone expiratoire précoce de la colonne respiratoire ventrale lors de la
respiration et la déglutition. (A) Décharge unitaire (raster 1, voie 1) et activités des nerfs phrénique
(Phr), vague (X) et hypoglosse (XII) lors de 6 cycles respiratoire et d’une déglutition en post-
inspiration. Le début de la bouffée de déglutition est marqué (M) afin de construire I’histogramme
illustré en D. (B) Autocorrélogramme. (C) Décharge moyenne du neurone et du nerf phrénique lors du
cycle respiratoire (n=50) montrant une décharge décroissante lors de I’expiration précoce (pattern E-
Dec). (D) Décharge moyenne du neurone et des nerfs Phr, X et XII lors de la déglutition (n=7; D).
Notez ’activité précoce du neurone lors de la déglutition qui émet une salve de potentiels d’action de
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Figure 35 : Activités de 3 neurones expiratoires tardifs de la colonne respiratoire ventrale lors de
la respiration et la déglutition. (A) Décharges unitaires (rasters 1-3, voies 1-3) et activités des nerfs
phrénique (Phr), vague (X) et hypoglosse (XII) lors de 4 cycles respiratoire et d’une déglutition lors de
la transition E1-E2 (M). (B) Autocorrélogrammes des neurones 1 a 3. (C) Activité moyenne des
neurones et du nerf phrénique lors du cycle respiratoire (n=50) montrant une décharge croissante lors de
I’expiration tardive (pattern E-Aug). Notez que la déglutition s’accompagne d’un arrét de la décharge
des 3 neurones E-Aug puis est suivie par une reprise progressive de 1’activité expiratoire neuronale.
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Figure 36 : Activités de 6 neurones de la colonne respiratoire ventrale lors de la respiration et la
déglutition. Décharges unitaires (rasters 1-5) obtenues apres seuillage et spike-sorting des activités
brutes unitaires (voies 1, 2, 4 et 5) ou multi-unitaires (voie 3). L’activité des nerfs phrénique (Phr),
vague (X) et hypoglosse (XII) est illustrée lors de 4 cycles respiratoires et d’une déglutition en post-
inspiration (M). Notez I’absence de décharge lors de la déglutition de 3 neurones E-Aug (voies 1, 3 et
4) et d’un neurone I-Aug (voie 2). Un neurone E-Dec (voie 3, raster 3b) et un neurone non-respiratoire
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(NR; voie 5) déchargent en phase avec les bouffées du X et du XII émises lors de la déglutition.
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et NR (3/7) soit 45%. Les figures 34 et 35 et 36 illustrent les principaux patterns de décharge

recueillis.

IV. Discussion

Notre modele pharmacologique d’induction de la déglutition a partir de la préparation
perfusée in situ nous a permis de dériver I’activité neuronale dans plusieurs structures du
tronc cérébral pendant la respiration et la déglutition. Les résultats montrent qu’une partie des
motoneurones hypoglosses innervant les muscles protruseurs de la langue sont actifs pendant
I’inspiration et la déglutition. De plus, de nombreux interneurones respiratoires situés dans le
bulbe rachidien ventral sont également recrutés lors de la déglutition. Le fait que les ¢léments
du réseau respiratoire participent a 1’¢laboration d’une activité motrice non-respiratoire
corrobore des résultats antérieurs obtenus in vivo et renforce 1’hypothese de flexibilité
fonctionnelle du CPGr. De plus amples analyses, telles que des cross-corrélations entre
plusieurs trains de PA permettraient certainement de compléter nos connaissances sur la

réorganisation du réseau respiratoire pendant la déglutition.

A Dinstar de I’extraordinaire flexibilit¢ fonctionnelle des CPGs démontrée in vitro
chez les invertébrés (Marder 2011), des résultats obtenus in vivo chez le mammifere suggérent
un fonctionnement dynamique des réseaux du tronc cérébral. En effet, de trés nombreux
neurones respiratoires sont actifs lors des phases inspiratoire, compressive et expulsive du

réflexe toux (Shannon et al, 1996), ou encore lors de la phonation (Jurgens 2009). Enfin,

d’autres études in vivo ont analysé I’activité des éléments du CPGr lors de la déglutition et ont
montré que certains ¢léments moteurs et prémoteurs participent a I’élaboration de ce réflexe

(Dick et al, 1993; Gestreau et al, 2005; Bonis et al, 2013; Umezaki et al, 2020). Des études

récentes réalisées in situ ont montré que certains neurones du groupe déglutiteur dorsal situés

dans le NTS et dans la formation réticulée étaient aussi actifs pendant la respiration
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(Hashimoto et al, 2019; Yamamoto et al, 2021). Bien que la majorit¢ des neurones

déglutiteurs enregistrés dans ces études soient non-respiratoires, les auteurs ont identifié¢ une
activité respiratoire pour chaque type de neurone enregistrés (précoces, tardifs, relais
sensoriels, excités ou inhibés pendant la déglutition). Ceci témoigne du fait que les neurones
mis en commun entre le CPGd et le CPGr sont hétérogénes. Nos résultats in situ corroborent

donc ces observations.

Parmi les résultats saillants de I’étude électrophysiologique, nous montrons pour la
premicre fois que des motoneurones inspiratoires innervant les muscles protruseurs de la
langue sont actifs lors de la déglutition, alors que le mouvement principal de la langue lors de
la déglutition est une rétraction. Ces résultats sont cohérents avec la théorie de I’hydrostat qui
stipule que chaque mouvement de la langue s’accompagne d’une co-activation de muscles
antagonistes (Fregosi 2011). Ils sont également cohérents avec d’autres observations faites

chez le chat a I’aide de la technique d’enregistrement intracellulaire (Roda et al, 2002). Ainsi,

la commande motrice hypoglosse lors de la respiration et la déglutition pourrait reposer sur
une convergence vers les mémes motoneurones de synapses provenant de neurones
prémoteurs différents (les uns étant respiratoires et appartenant au CPGr, les autres étant
déglutiteurs et appartenant donc au CPGd) ou bien de neurones prémoteurs identiques, ce que

1’on ignore encore.

De plus, nous montrons que 78% des neurones E-Dec de la CVR déchargent lors de la
déglutition alors que 16/16 neurones E-Aug de la CVR sont mis au silence au moment de la
déglutition puis déchargent de nouveau apreés 1’accomplissement du réflexe. Nous pensons
que I’¢laboration de la séquence motrice de déglutition repose en grande partie sur le
recrutement des neurones E-Dec, quel que soit le type de déglutition (I-Sw-Exp ou Exp-Sw-

Exp).
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Cette hypothese est en adéquation avec I’inhibition connue des neurones E-Dec sur les
neurones inspiratoires et sur les neurones E-Aug du CPGr (Figure 14). Cela permettrait en
partie de comprendre pourquoi la déglutition ne se produit pas (physiologiquement) pendant
I’inspiration. Cela permet aussi de comprendre le mécanisme de prolongation réflexe de
I’expiration qui est décrit dans la littérature et que nous avons observé pour les déglutitions
controle et QPZ sur notre modele in situ. Cette prolongation réflexe permet de retarder
I’apparition du cycle inspiratoire qui suit la déglutition et d’éviter ainsi 1’aspiration trachéale
de tout ou partie du bol alimentaire, surtout pour les déglutitions de type Exp-Sw-Exp. Enfin,
ces hypothéses ne sont pas nécessairement en désaccord avec nos données présentées dans le
chapitre 2 des résultats et indiquant qu’une coordination (ou un couplage important) persistait
lorsque la phase post-I était abolie par 1’ablation du pont. En effet, nous pensons qu’il existe
plusieurs mécanismes qui permettent de sécuriser le systéme en évitant d’inspirer et de
déglutir en méme temps, comme cela a été résumé dans une étude précédente conduite chez le

chat (voir Fig. 8 dans Horton et al, 2018).

On peut notamment distinguer des mécanismes périphériques et centraux. Tout
d’abord, les afférences vagales pulmonaires, actives pendant la phase inspiratoire, modulent

négativement le réflexe de déglutition (Samson et al, 2005; 2008; Horton et al, 2018; Alain et

al, 2021). De plus, une inhibition probablement réciproque existerait entre certains neurones

inspiratoires du PreBotC et les neurones déglutiteurs du NTS. Cette inhibition reste a
démontrer. D’apres nos résultats, nous pouvons également suggérer que d’autres cellules I-
Aug situées dans le PreBotC ou ailleurs dans la CVR (comme le groupe respiratoire ventral
rostral, GRVr), également actives lors de la déglutition, fournissent une commande motrice
commune aux motoneurones hypoglosses que 1’on a vu étre co-activés lors de I’inspiration et
la déglutition. Lorsque les neurones inspiratoires et les afférences vagales pulmonaires ne

sont plus (ou moins) actifs, ¢’est-a-dire lorsque le réseau respiratoire est en phase expiratoire,
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c’est a ce moment que d’autres interactions cellulaires sont probablement nécessaires pour
permettre notamment la prolongation réflexe de 1’expiration (réinitialisation de la phase
expiratoire, encore appelée apnée de déglutition). Dans ce contexte, la mise au silence des
neurones E-Aug du réseau respiratoire par les neurones E-Dec prend tout son sens. Enfin, si
les neurones E-Dec ne sont plus actifs a la suite de I’ablation du pont (ce qui provoque
I’absence de phase post-inspiratoire et un pattern apneustique), cela ne signifie pas que ces
neurones, vraisemblablement entierement situés dans le bulbe (toujours d’apres nos résultats
précédents), ne soient pas recrutés pendant la déglutition. Ces neurones E-Dec co-activés
pendant I’expiration précoce et la déglutition pourraient correspondre soit a des motoneurones
adducteurs des cordes vocales soit a des neurones prémoteurs laryngés recrutés lors des deux

activités motrices étudiées.
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Chapitre 4 : Analyse des décharges motrices chez le raton
nouveau-n¢ in situ et influence d’un agoniste des récepteurs a
I’ocytocine

Le travail présenté ci-dessous s’inscrit dans la continuité des recherches sur les
réseaux moteurs présentées dans les chapitres précédents, ainsi que dans le contexte de
I’intégration de mon superviseur de thése le Docteur Christian Gestreau a ’Institut de
Neurobiologie de la Méditerranée (INMED), dans 1’équipe dirigée par le Docteur Frangoise

Muscatelli intitulée « Empreintes périnatales et troubles du neurodéveloppement ».

En effet, il s’agit de continuer a exploiter les avantages du modele expérimental
d’étude que je maitrisais (la préparation perfusée in situ) dans I’étude de la coordination
motrice des muscles des voies aériennes supérieures et de s’intéresser aux mémes activités
motrices (respiration et déglutition) a des ages plus précoces ou les réseaux ne sont pas
matures et ou I’ocytocine, une neurohormone sécrétée par 1’hypothalamus et faisant I’objet
d’un intérét particulier dans la nouvelle équipe d’accueil, pourrait jouer un rdle dans le

controle de ces activités.

I. Introduction

La succion fait partie des fonctions de nutrition. Chez le nouveau-né, cette activité
motrice doit étre fonctionnelle des la naissance et précisément coordonnée avec la respiration

et la déglutition afin d’assurer la bonne ingestion du lait maternel (McGrath et Braescu 2004).

Lorsque le nouveau-né grandit, les dents apparaissent et I’activité de mastication se développe
puis remplace progressivement la succion. L’acte de succion-déglutition-respiration se

transforme alors en une triade mastication-déglutition-respiration (Peyreigne 2019). La

succion et la mastication sont contrdlées par des générateurs centraux d’activités motrices

(CPGs et CPGm, respectivement) situés dans le tronc cérébral. Chez le rat, le réflexe de
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succion disparait a environ 18-25 jours post-natals (P18-25), soit a la méme période ou la

transition succion-mastication s’effectue (Thexton et Griffiths 1979; Westneat et Hall 1992).

Aucune ¢étude a ce jour n’a permis de préciser ou se situe le réseau neuronal de la succion ni
quels sont les mécanismes centraux qui permettent d’effectuer cette activité rythmique. De
méme, les mécanismes qui interviennent dans le développement post-natal de ces réseaux et
la transition entre la succion et la mastication sont encore mal définis. D’une manicre générale,
d’importants changements ont été observés au sein des réseaux du tronc cérébral au cours des

deux premiéres semaines post-natales.

En effet, un changement de la balance excitation-inhibition (Gao et al, 2011) est
associ¢ a une recrudescence des terminaisons inhibitrices du noyau du tractus solitaire

(terminaison GABAergiques et glycinergiques) (Dufour et al, 2010). L’étude princeps de

Ben-Ari et collaborateurs (1989) a permis de mettre en lumiere un shift développemental de
I’action du GABA a la période péri-natale. Le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur
(hyperpolarisant) a I’age adulte, mais plus tot au cours du développement il exercerait au
contraire une action dépolarisante sur les neurones immatures. Ce shift du GABA serait di a
la diminution de la concentration intracellulaire de chlore s’expliquant par une différence

d’expression des transporteurs du chlore NKCC1 et KCC2 a la membrane (Yamada et al

2004; Brumback et Staley 2008; Pfeffer et al, 2009; Hubner et Holthoff 2013; Kaila et al,

2014). Le GABA dépolarisant aurait différents réles bénéfiques pour le systéme nerveux en
développement, tels que la régulation de la migration, de la différentiation et de la

prolifération cellulaire (Kasyanov et al, 2004). Cette période critique du développement

correspond aussi a une période de renforcement de certains réflexes végétatifs vitaux comme
le baroréflexe artériel, le réflexe d’Hering-Breuer ou le chémoréflexe respiratoire (Quigley et

al, 2005; Wong-Riley et al, 2013; Dutschmann et al, 2014). Un des acteurs importants de la

période péri- et post-natale est I’ocytocine (OT) (Grinevich et al, 2014; Muscatelli et al, 2018).
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L’OT est un neuropeptide synthétis¢ dans certains noyaux de I’hypothalamus : le noyau
paraventriculaire (PVN), supraoptique (SON) et accessoire (AN), il est sécrété a la fois dans
la circulation sanguine en tant qu’hormone et dans le systéme nerveux central en tant que
neuromodulateur. L’OT est essentiel a plusieurs comportements qui intéressent la naissance et
le développement des nouveau-nés, que ce soit la contraction des muscles utérins lors de
I’accouchement ou D’effet stimulant de I’OT sur les glandes mammaires, nécessaire a

I’éjection du lait (Keebaugh et al. 2015), ou encore les comportements sociaux tel que

I’attachement meére/enfant (Lee et al, 2009; Mever-Lindenberg et al, 2011). De plus, un pic

d’OT est observé a la naissance et le niveau d’OT reste élevé au cours des 2 premicres
semaines de vie, I’OT pouvant étre d’origine endogéne (comme la sécrétion accrue dans
I’hypothalamus du nouveau-né li¢ au stress de la naissance) mais aussi exogene, via le lait

maternel (Hoffiz et al, 2021). L’OT exercerait un role dans la succion et la déglutition. En

effet, un déficit de succion a été observé chez les modeles murins de troubles autistiques ainsi
que chez I’enfant atteint d’autisme et ce déficit a pu étre corrigé grace a une ou plusieurs

injections périphériques d’OT (Schaller et al, 2010; Yamasue et Domes 2018). Chez le rat

adulte, la nesfatine-1 excercerait un effet inhibiteur sur la déglutition et cet effet serait médié

par ’OT (Guillebaud et al, 2019).

Dans le tronc cérébral, les neurones de nombreuses structures, dont le NTS, possedent
des récepteurs a 1’ocytocine et font I’objet de connexions avec des fibres OT-ergiques
provenant du PVN. De manicre intéressante, 1’expression des récepteurs a I’OT (OTR) est
transitoire dans plusieurs noyaux du tronc cérébral, tels que les noyaux moteurs hypoglosse et
facial, tandis qu’elle persiste ailleurs, comme dans le noyau dorsal moteur vagal. La présence
des OTR dans certains noyaux moteurs ou le NTS a partir de la naissance jusqu’a 2 semaines

post-natal (Tribollet et al, 1989), correspond justement a la période critique mentionnée

précédemment au cours de laquelle les réseaux de la succion et de la mastication font 1’objet
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d’une maturation. Ainsi, compte-tenu d’une part des effets présumés de I’OT sur le
comportement alimentaire des nouveau-nés, et d’autre part, de I’expression des OTR dans les
structures du tronc cérébral impliquées dans ce comportement, I’OT pourrait étre impliquée

dans la maturation des fonctions de nutrition.

Les objectifs de la présente étude étaient 1) de mettre au point la préparation perfusée
in situ chez de trés jeunes ratons afin de pouvoir étudier plusieurs activités motrices pendant
la période critique de développement des réseaux moteurs du tronc cérébral et 2) d’étudier
I’effet d’une injection aigu€ d’OT sur les réseaux moteurs du tronc cérébral. Notons ici que
dans le laboratoire, la préparation in situ se faisait généralement sur le rat juvénile (P21) ou
jeune adulte (autour de P30). Mon travail a permis d’obtenir une préparation stable a
différents ages encadrant la période critique de maturation des réseaux (P6-P9, P14-P15, P20-
P21), ce qui a été possible en contournant de nombreux obstacles. A partir de cette
préparation, nous avons pu observer et décrire pour la premiere fois une activité motrice

similaire a la succion.

II. Matériels et méthodes

A. Modéle expérimental

Des rats Wistar (n=35) agés entre P6-9, P14-15 et P20-21 ont été utilisés. La

préparation perfusée in situ a été décrite dans le Chapitre Matériels et Méthodes commun.

B. Enregistrement des parameétres cardiorespiratoires

Les activités motrices des nerfs Phr, X, de la branche médiane et latérale du XII (XII-
med et XII-lat, respectivement) sont recueillies au moyen d’électrodes en verre (2 succion)
reliées a des micromanipulateurs. L’activité électromyographique (EMG) du muscle
digastrique antérieur (Dig Ant, n=17) ou masséter (n=12) a également ¢ét¢ enregistrée. Ces

muscles contrdlent le mouvement postéro-inférieur de la langue pendant la déglutition ainsi
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que I’ouverture de la machoire (Dig Ant) ou la fermeture de la machoire (masséter). Les
signaux nerveux bruts sont amplifiés et filtrés (gain 500-20000 ; BP 300-3KHz), intégrés
(constante de temps 100 ms), avant d’étre numérisés (12Khz, 16 bits ; TDT, USA). La
pression de perfusion aortique est mesurée par un capteur relié a la canule de perfusion et a un
moniteur de pression artérielle. Tous les signaux sont visualisés en temps réel et stockés sur
un PC afin de les traiter a posteriori (logiciels OpenEx, Offline Sorter et NeuroExplorer ;

Plexon Inc., USA ; Spike 2, CED, USA).

C. Injections pharmacologiques

La préparation perfusée in situ génere quelques déglutitions spontanées qui ont
tendance a s’estomper au cours du temps. Pour en évoquer davantage, du N-méthyl-D-
aspartate (NMDA, 50-100nl a 1mM) a été injecté a 1’aide un nano-injecteur dans la région du
NTS correspondant au groupe dorsal du CPGd (Jean 2001). Du TGOT, un agoniste ¢lectif des
OTR, a été utilis€¢ dans cette étude afin de stimuler spécifiquement les OTR et non les
récepteurs a la vasopressine pour lesquels ’OT possede également une certaine affinité. Le
TGOT a été injecté par voie systémique, c’est-a-dire dans le LCRa. Une concentration finale
de 500nM a été choisie sur la base de résultats antérieurs de 1’équipe montrant que 1’arythmie
sinusale respiratoire in situ augmente a partir de 200 nM, est accrue de fagon optimale a la
concentration de 500 nM, puis décroit a des doses supérieures (1 et 2 mM). Un antagoniste
spécifique des OTR, le SSR126767A (ou SSR) a été injecté par voie systémique a une
concentration de 47,37 ug/ml de sang (calculé en fonction de la volémie du raton), dans le but

de bloquer les OTR (Schaller et al, 2010) avant d’administrer le TGOT et de vérifier ainsi la

sélectivité des effets obtenus.
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D. Analyse des variables et de la coordination respiration-déglutition

De nombreuses variables liées a ’activité respiratoire, cardiaque et vasculaire, ainsi
qu’a la déglutition ont été mesurés puis comparés entre les 3 classes d’age pour déceler 1) un
éventuel effet de la maturation et 2) les effets induits par ’administration du TGOT. Ces
paramétres incluent la fréquence respiratoire, la fréquence cardiaque, la pression artérielle, le
nombre et la durée des déglutitions, le délai entre les bouffées motrices du XIImed et du X
lors de la déglutition (reflétant le délai physiologique entre la rétraction de la langue et la
fermeture du larynx), la durée des apnées associées a la déglutition lorsque cette derniére est
induite par I’injection de NMDA, ainsi que 1’aire sous la courbe des bouffées motrices
recueillies pendant la respiration et/ou la déglutition. Notons que I’injection de NMDA a
permis de déclencher des épisodes de déglutitions rythmiques et/ou de déglutitions isolées.
Seules ces dernieres ont été utilisées afin d’étudier la coordination entre respiration et
déglutition. Les parametres ci-dessus ont ét¢ mesurés avant injection de TGOT (condition
controle), de 0 a 5 minutes aprés administration du TGOT par voie systémique (TGOT 0-5
min), puis de 10 a 15 minutes suivant I’injection de la drogue (TGOT 10-15 min). Ce choix
est justifié par des €études antérieures réalisées au laboratoire et les données de la littérature

montrant que la durée d’action de cette drogue est d’environ 5 minutes (Dreifuss et al, 1992;

Guillebaud et al, 2019). Nous avons donc considéré que les mesures effectuées pendant la
période TGOT 10-15 min correspondaient a des valeurs contrdle post-drogue (recovery). Ces
valeurs ont servi a apprécier 1’évolution des parametres au cours du temps lors de I’expérience.
L’analyse des patterns moteurs obtenus a P6-P9 a révélé dans 8 cas sur 12 la présence
d’activités rythmiques spontanées ne correspondant ni a la respiration, ni a la déglutition, mais
ressemblant fortement a une activité de succion (voir résultats). Cette activité de type succion

a été analysée avant et apres injection de TGOT (nombre, fréquence, latence d’apparition).
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E. Analyses statistiques

Une ANOVA simple voie suivie du test de comparaisons multiples de Tukey a été
utilisée lorsque les variables ont une distribution normale, tandis qu'un test de Kruskal-Wallis
suivi du test de comparaisons multiples de Dunn a été utilisé pour les variables n’ayant pas
une distribution normale pour comparer les parameétres mesurés entre les 3 classes d’age avant
et apres application de TGOT. Ces parametres étaient la fréquence respiratoire, la durée de
I’apnée induite par NMDA, le nombre de déglutitions induites par NMDA et la durée des
déglutitions. Un t-test ou un test des rangs signés de Wilcoxon pour les variables
paramétriques et non-paramétriques ont été utilisés, respectivement, pour comparer les
parametres mesurés par classe d’age (Controle vs TGOT). Ces parametres étaient l'aire sous la
courbe des décharges motrices respiratoires et déglutitrices, le nombre de déglutitions, la
durée des déglutitions et le nombre d’activités de type succion. Un test de Chi2 de Pearson a
été utilisé afin de comparer la distribution des déglutitions de type [-Sw-Exp et E en fonction
des conditions. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne = SD et les différences

sont considérées significatives lorsque p<0.05.

ITII. Reésultats

A. La préparation perfusée in situ chez le trés jeune raton

La préparation perfusée in situ est initiée a 1’aide de variables bien définies au sein de
I’équipe chez le rat juvénile agé d’environ 21 jours (P21). Ces parametres sont la vitesse de
perfusion (~28ml/min), la pression de perfusion (60-70mmHg) et la taille de la canule
aortique (1,2mm de diametre). Pour les ratons agés de P6 a P15, le protocole d’initiation in
situ a di étre revu et une approche chirurgicale adaptée a la fragilité des tissus a cet age a da
étre mise en place, notamment pour préserver les nerfs d’intérét qui montraient une

détérioration rapide au cours des expériences en raison de leurs faibles diameétres. Aussi, la
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canule aortique a di €tre parfaitement adaptée a la taille de 1’aorte (alors qu’une plus grande
flexibilité est possible chez les rats a P21), les meilleurs résultats étant obtenus lorsque le
diametre de la canule dépassait légerement le diamétre de 1’aorte. De plus, le protocole
d’auto-réanimation de la préparation (c’est-a-dire le rétablissement d’une circulation
systémique de LCRa) devait étre plus lent, avec un début de perfusion a Sml/min, puis un
incrément de 3ml/min toutes les 3 minutes, jusqu’a atteindre un débit de perfusion permettant
une activité respiratoire fictive stable (23-25 ml/min) (alors qu’une reperfusion rapide est
nécessaire chez le rat a P21). Enfin, une pression de perfusion d’environ 60-70 mmHg s’est

avérée optimale pour obtenir une préparation stable, comme pour les rats a P21.
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Figure 37 : Activité respiratoire controle aux différentes classes d’age. (A) Exemple de pattern
respiratoire chez le raton aux trois classes d’age étudiées (P9, P14, P21). Les lignes bleues en pointillés
séparent les trois phases du cycle respiratoire: inspiration (I), expiration précoce (E1), expiration tardive
(E2). (B) Fréquence respiratoire en fonction de 1’age. Abréviations : Phr, nerf phrénique ; X, nerf
vague ; XII lat, nerf hypoglosse branche latérale ; XII med, nerf hypoglosse branche médiane ; Dig ant,
muscle digastrique antérieur.
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B. Activités motrices au cours de la maturation

Pour les trois classes d’ages (P6-9, P14-15, P20-21), une activité motrice respiratoire
en 3 phases a pu étre obtenue : Phase inspiratoire (I) caractérisée par I’activité croissante du
nerf phrénique (Phr), vague (X) et hypoglosse (XII), phase post-inspiratoire (E1) caractérisée
par DPactivité décroissante du nerf X et D’expiration tardive (E2) marquée par 1’absence
d’activité de ces trois nerfs. Au cours de ces expériences, nous avons enregistré les deux
branches principales du nerf hypoglosse : la branche latérale innervant les muscles rétracteurs
de la langue et la branche médiane innervant les muscles protruseurs de la langue. En
moyenne, les fréquences respiratoires mesurées aux trois classes d’age n’ont pas varié
significativement (F= 0,972, p=0,395; Figure 37). Des déglutitions spontanées ont ¢été
observées chez tous les animaux. Ces déglutitions spontanées étaient toutes isolées au sein
d’un cycle respiratoire et avaient lieu pendant les transitions de phases du cycle respiratoire.
La plupart étaient observées lors de la transitions I-E1 (déglutition de type I-Sw-Exp), tandis
qu’une minorité apparaissait lors de la transition E1-E2 (déglutition de type Exp-Sw-Exp). La
Figure 38-A illustre des exemples de déglutition [-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp chez les rats a P9,
P14 et P21. Afin de pouvoir observer diverses déglutitions (spontanées et isolées vs répétées
ou rythmiques), des micro-injections de NMDA ont été effectuées dans le NTS aux 3 classes

d’ages, comme cela a été décrit dans le chapitre I des résultats.

La durée de I’apnée, le nombre de déglutitions, le délai entre les décharges XII et X
ainsi que la durée de la déglutition n’ont pas varié significativement en fonction de 1’age
(Figure 38-B). De méme, la proportion de déglutitions isolées de type I-Sw-Exp et Exp-Sw-
Exp n’a pas vari¢ significativement entre les 3 classes d’age (P=0,14). Enfin, quel que soit

I’age, la majorité des déglutitions observées était de type I-Sw-Exp (Figure 38-C).
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Figure 38 : Analyse du pattern de déglutition aux différentes classes d’age. (A) Déglutitions de type
I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp observées dans les trois classes. Les traits bleus pointillés délimitent les
phases respiratoires I, E1 et E2. (B) Nombre de déglutitions, délai entre les décharges des nerfs X et
XII, durée de la déglutition et durée de I’apnée induite par le NMDA en fonction de I’age. (C)
Répartition des déglutitions I-Sw-Exp et Exp-Sw-Exp au sein du cycle respiratoire. Abréviations : Phr,
nerf phrénique ; X, nerf vague ; XII lat, nerf hypoglosse branche latérale ; XII med, nerf hypoglosse
branche médiane ; Dig ant, muscle digastrique antérieur. Les fleches noires désignent I’activité motrice

déglutitrice.
209



C. Effets du TGOT sur les variables mesurées au cours de la maturation

Afin d’étudier 1’effet de 1’ocytocine sur la déglutition et la respiration, nous avons
injecté un agoniste spécifique des récepteurs a 1’ocytocine (OTR) dans la circulation
systémique de la préparation, le TGOT. Pour chaque injection, la concentration de TGOT
¢tait de 0,5uM. La fréquence respiratoire ainsi que 1’aire sous la courbe des décharges (AUC)
motrices recueillies aux trois classes d’ages ont été mesurées pendant les 5 premicres minutes
post-injection de TGOT (TGOT 0-5 min) puis pendant 5 autres minutes entre 10 et 15
minutes post-injection (TGOT 10-15 min). Ces paramétres ont ét€¢ normalisé€s par rapport aux
valeurs controles. Pour les trois classes d’age, aucune différence significative de fréquence
(P9:-3+5,P14:-2+11,P21: 34+ 50, en % de différence par rapport au contrdle, avec p >
0,05 pour chaque classe d’age) ni d’AUC n’a été décelée entre les conditions controle et
TGOT (Tableau 4). Concernant la déglutition, la comparaison du nombre, durée, AUC et
délais entre les décharges des nerfs XII et X (caractéristique de 1’alternance physiologique
langue-larynx pendant la déglutition) avant et apres TGOT n’a pas montré de variations
significatives (Tableau 5). Enfin, aucun effet significatif du TGOT n’a été observé sur la

fréquence cardiaque et la pression artérielle.

Tableau 4. Quantification de I’ AUC des décharges motrices respiratoires apres injection de TGOT

AUC décharge motrice respiratoire normalisée (%)

TGOT
Age PHR X XIl lat Xl med Dig Ant
P9 94 + 36 149 + 87 103 +23 89 +33 134+ 46 ns
P14 109 + 36 112 £ 27 176 £ 176 136 + 90 242 £ 316 ns
P21 868 166 + 190 100 + 29 8529 169 + 84 ns

Les données sont exprimées en moyenne +SD, ns : non signigicatif
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Tableau 5. Quantification de I’AUC des décharges motrices déglutitrices apres injection de TGOT

AUC décharge motrice déglutitrice normalisée (%)

TGOT
Age X XIl lat Xl med Dig Ant
P9 108 £ 24 107 £ 39 8126 7927 ns
P14 109 + 39 111 +35 124 +71 90+38ns
P21 86+ 18 82126 82+7 84+17ns

Les données sont exprimées en moyenne +SD, ns : non signigicatif
D. Effet du TGOT sur une activité motrice similaire a la succion

De maniére étonnante, un nouveau pattern moteur spontané a été observé chez certains
ratons étudiés a P6-9 (n= 8/12) (Figure 38-A). Cette activité motrice était totalement absente
chez les deux autres classes d’age (P14-15 et P20-21). Ce nouveau pattern moteur est
caractérisé par des bouffées rythmiques des nerfs X, XII (médian et latéral) et est semblable
au pattern moteur de succion observé par Thexton et Griffith (1979, Figure 39-B) apres
stimulation du pourtour labial chez le raton décérébré de P2 a P16. Afin de mieux caractériser
I’activité motrice correspondante, nous avons enregistré¢ I’EMG du muscle masséter (n= 3) ou
du digastrique antérieur (n= 3) en plus des nerfs cités précédemment sur des préparations in
situ non paralysées. De plus, nous avons enregistré de courtes vidéos permettant d’objectiver
des mouvements rythmiques de la machoire et de la langue pendant les bouffées nerveuses
vagale et hypoglosse. Ces mouvements correspondaient a des cycles d’ouverture et de
fermeture de la machoire associés a des cycles de protrusion-rétraction de la langue, c’est-a-

dire d’une activité motrice ressemblant a la succion.

Du TGOT (0,5uM) a d’abord été injecté par voie systémique chez le raton a P6-P9
(n=6). Parmi les animaux ayant recu le TGOT, la moitié (n=3/6) présentait déja une activité

spontanée avant ’injection de la drogue dont la fréquence des épisodes rythmiques de type
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Figure 39 : Le TGOT induit un pattern moteur semblable a la succion a P6-9. (A)
Exemple d’une décharge rythmique (en vert) suivit d’une activité de déglutition (en bleu)
obtenu dans notre expérience. (B) Activité de succion recueillis a partir de I’enregistrement
EMG du muscle digastrique antérieur obtenu par stimulation mécanique de la région
labial. Période des décharges : 200-300ms (d’apres Thexton and Griffiths, 1979). (C)
Fréquence des activités de succion avant et apres I’injection de TGOT. (D) Analyse
d’appariment du nombre et des fréquences des succions avant et apres l’injection de
TGOT, ainsi que I’effet de I’antagoniste spécifique au TGOT : le SSR. (E) Alternance des
patterns moteurs recueillis pendant la succion. TO correspond au seuillage de ’activité de
XII med. On remarque que les décharges motrices en E correspondent aux décharges
motrices en B. Phr, nerf phrénique ; X, nerf vague ; XII lat, nerf hypoglosse branche
latérale ; XII med, nerf hypoglosse branche médiane ; Dig ant, muscle digastrique
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succion était de 0,51 + 0,52 succion/min. A la suite de I’injection de TGOT, tous les animaux
(n= 6/6) ont présenté une activité rythmique de type succion. Chez ces animaux, la fréquence
des épisodes rythmiques de type succion était de 1,79 + 0,99 succion/min, ce qui témoigne
d’une augmentation significative (p <0,05, controle vs TGOT) de la fréquence de succion
obtenue apres 1’injection de TGOT (Figure 39-D). La durée moyenne d’un épisode de cette
activité rythmique est de 2,20 = 0,41 vs 2,28 & 0,33 secondes (contréle vs TGOT). Cette durée
n’a pas varié significativement apres injection de TGOT. Chez tous les animaux, I’effet du
TGOT sur ces évenements moteurs a persisté pendant plus de 15-20 minutes aprés injection
de la drogue. De maniére intéressante, certains mouvements rythmiques se produisaient entre
deux cycles respiratoires et étaient associés a un prolongement de la durée de I’expiration et
ponctués par une déglutition (Figure 39-A). Parfois, ces bouffées s’intercalaient de part et
d’autre de I’activité phrénique lorsque celle-ci persistait (non illustré). Enfin, une forte activité
tonique nerveuse et musculaire a toujours €té observée avant 1’activité rythmique proprement

dite (Figure 39-A).

Nous avons complété I’étude de ce nouveau type de bouffées rythmiques par une
analyse de cross-corrélation. Une méthode de seuillage de 1’activité intégrée du XIl-med a
permis de détecter les pics d’activité nerveuse. Les signaux TTL correspondant a chaque pic
ont €té ensuite utilisés pour déclencher 1’analyse de I’activité moyenne des autres signaux
nerveux et musculaires (Figure 39-E). Les résultats de ces cross-corrélation montrent
clairement une alternance des décharges recueillies sur les branches médiane et latérale du
nerf XII (c’est-a-dire une opposition de phase entre ces deux décharges nerveuses). Ils
montrent également que la branche XII-médiane s’activait en phase avec I’activité du muscle
digastrique antérieur tandis que la branche XII-latérale s’activait en phase avec la décharge du
nerf X (Figure 39-E). La période séparant les bouffées nerveuses d’un méme nerf pendant

cette activité rythmique (i.e. XII-med ou XlI-lat) était d’environ 200 ms, soit une valeur
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proche de celle mesurée in vivo par Thexton and Griffiths (1979) (Figure 39-E). Cette
alternance d’activité motrice corrobore les observations précédentes. Ces résultats suggérent
fortement que ces mouvements alternés de protrusion-rétraction de la langue, associés a des

mouvements d’ouverture-fermeture de la machoire correspondent a une activité de succion.

Dans une derniére série d’expériences, une injection préalable de SSR, un antagoniste
spécifique des OTR, a été faite chez certains animaux agés de P6 a P9 (n=6) avant
I’administration de TGOT. Parmi ces animaux, la plupart présentaient une activité de type
succion en condition contréle (n=5/6). Les parameétres moteurs ont été recueillis lors d’une
période controle de 15 minutes précédant 1’injection de drogue (pré-injection de SSR), puis
pendant 10 minutes apres I’injection de SSR (post-injection de SSR), et enfin pendant une
autre période de 10 minutes suivant I’injection de TGOT. Les résultats de ces analyses
n’indiquent aucune différence significative du nombre d’épisode de type succion apres

injection de SSR ni apres injection de TGOT (F= 0,976, P=0,376, Figure 39-D).

IV. Discussion

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent qu’il a été possible d’adapter la
préparation in situ afin d’étudier 1’activité respiratoire et la déglutition chez I’animal trés
jeune (des le state P6), ce qui constitue une avancée expérimentale importante qui permettra
sans doute, dans 1’avenir, de pousser davantage les investigations fonctionnelles au sein du
laboratoire. Ce travail révele également un nouveau pattern moteur rythmique d’intérét,
semblable a la succion. A notre connaissance, il s’agit de la premicre identification et
caractérisation d’une activité de type succion sur la préparation in situ. Enfin, les résultats
pharmacologiques obtenus suggerent que 1’ocytocine est capable de moduler 1’activité
motrice de succion chez le raton agé de P6 a P9, mais pas plus tard au cours de la maturation,

en augmentant probablement I’excitation du réseau de la succion présent dans le tronc
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cérébral. En revanche, la stimulation des récepteurs a 1’ocytocine n’a pas permis de révéler un

effet significatif sur ’activité respiratoire ou la déglutition au cours de la maturation.

A. Activités motrices respiratoire et déglutitrice au cours de la maturation

Dans cette étude, trois classes d’ages ont ét¢ définies (P6-9, P14-15, P20-21) afin
d’encadrer la période critique des deux semaines post-natales, ou s’operent d’importants
changements moléculaires et cellulaires dans le tronc cérébral, ainsi qu’un important « switch
» entre succion et mastication, Il s’agit 1a, a notre connaissance, de la premiere étude de la
déglutition et de la coordination respiration-déglutition au cours de la maturation sur la
préparation in situ. Ainsi, une activité respiratoire stable a pu étre observée a chaque classe
d’age ¢étudiée, ainsi qu’une activité déglutitrice spontanée ou induite fonctionnelle et
coordonnée avec la respiration. Nos résultats ne font pas apparaitre de différence significative
dans le pattern, la fréquence, la durée ou la coordination de ces deux activités motrices
pendant la maturation. Bien qu’il ne soit pas ¢tonnant qu’il n’y ait pas de différence
significative majeure de la déglutition et sa coordination avec la respiration au cours de la
maturation, du fait de la nécessit€¢ que ces réseaux soient fonctionnels des la naissance, on
aurait pu s’attendre a minima a des différences de fréquence respiratoire étant donné la
différence de taille et de poids des animaux, leurs besoins métaboliques étant tres
certainement différents. Il est en effet connu que la fréquence respiratoire est plus €élevée chez
des individus jeunes que chez des individus agés, chez I’homme comme chez 1’animal (Wallis

et al, 2005; Fleming et al. 2014). Cette absence de différence dans notre étude peut

s’expliquer par le modele expérimental utilisé. En effet, il s’agit surtout d’une activité centrale
respiratoire qui est mesurée sur la préparation in situ, sans la participation notoire des corps
carotidiens puisque la teneur en oxygene de la circulation systémique est saturée (LCRa bullé
dans le carbogene, soit 95% d’0O2). De plus, la fréquence respiratoire recueillie in situ est

nettement inférieure a la fréquence physiologique chez 1’animal in vivo (~30 cycles/min vs
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90-100 cycles/min), notamment en raison d’une température plus faible (environ 33°C in situ
vs 38°C in vivo). Les mesures effectuées dans cette étude a I’aide de ce modele ne permettent
donc pas de déceler les changements subtils (ou non) de fonctionnement des réseaux moteurs
du tronc cérébral (CPGr et CPGd) ou d’interactions entre ces réseaux qui pourraient se

produire au cours de la maturation.

B. Effet du TGOT sur les parametres cardiorespiratoires et la déglutition

Dans cette étude, I’injection de TGOT par voie systémique in sifu n’a pas induit de
changement significatif de 1’activité respiratoire, de la déglutition ni des parameétres
cardiovasculaires. Cela peut paraitre surprenant au regard des données de la littérature
suggérant d’une part que les neurones OT-ergiques du PVN établissent des connections avec
le PreBotC, le noyau hypoglosse et le noyau phrénique chez le rat adulte, et d’autre part que la
stimulation du PVN module I’activité respiratoire, la fréquence cardiaque et la pression

artérielle principalement via le PreBotC (Mack et al. 2002; 2007). Par ailleurs, 1’étude de

Guillebaud et al (2019) citée dans I’introduction de ce chapitre suggérait que la micro-
injection d’OT (20 nM) dans le groupe déglutiteur dorsal situé dans le NTS chez le rat adulte
diminue le nombre de déglutitions réflexes induites par la stimulation électrique du nerf

laryngé supérieur.

Cependant, il faut noter que ’OT n’a pas les mémes effets que le TGOT. Or il n’a pas
été précisé dans cette dernicre étude si I’effet inhibiteur de I’OT sur la déglutition était li¢ a
une action de la drogue sur les récepteurs de I’OT ou sur les récepteurs de la vasopressine.
Dans notre étude, il est donc possible que la voie systémique d’administration du TGOT ne
soit pas efficace pour moduler les fonctions étudiées, en dépit de la concentration relativement
¢levée (0,5uM). II est également possible que I’activation des récepteurs de I’OT ne soit pas
efficace chez 1’animal jeune. De plus, 1’activation des récepteurs OT est peut-Etre sans effet

sur la déglutition. Cette derniére hypothese pourrait étre vérifiée in situ par injection de TGOT
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(20 nM ou plus) directement dans le groupe déglutiteur dorsal du NTS. D’autre part,
I’implication des récepteurs a la vasopressine dans la modulation du réflexe de déglutition
pourrait ¢également étre testée in situ par des injections dans le NTS d’un agoniste
vasopressinergique. Enfin, nous montrons dans notre étude qu’une injection aigiic de TGOT
est sans effet sur la respiration, la déglutition ou la coordination respiration-déglutition. Ces
expériences n’excluent pas un role de ’OT dans le controle de ces fonctions au cours de la
maturation. En effet, il est possible qu’une stimulation chronique des OTR et/ou des
récepteurs vasopressinergiques soit nécessaire pour moduler [’activité respiratoire et/ou
déglutitrice. En perspective, des expériences pourront étre conduites chez 1’animal jeune (par
exemple de PO jusqu’a P7) apres injection quotidienne d’antagonistes des OTR afin de tester

cette hypothese.

C. Le TGOT augmente I’activité motrice de type succion a P6-P9

Nos résultats révelent, pour la premicre fois, un nouveau pattern moteur identifié a P6-
P9 et caractérisé entre autres par une alternance de décharges des branches médiane et latérale
du nerf hypoglosse. Ce pattern moteur a pu étre observé en condition controle chez certains
animaux. Cependant, nos résultats montrent clairement que 1’activité de type succion est
renforcée apres une injection de TGOT par voie systémique. Ces résultats suggerent donc que
la stimulation des OTR est capable de faciliter I’activit¢ de succion, voir méme de la
déclencher, chez les animaux les plus jeunes (P6-P9) mais pas chez les ratons plus agés (P14-

P15 ou P21).

Les mouvements correspondants constatés chez I’animal non paralysé confirment qu’il
s’agit de cycles de protrusion et de rétraction de la langue associés a la fermeture et
I’ouverture de la machoire, similaires a I’activité motrice de succion. De plus, cette activité de
type succion était parfois associée a une prolongation de ’expiration, et ponctuée par une

déglutition, évoquant ainsi la triade respiration-succion-déglutition.
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Nos résultats révelent également que 1’injection d’un antagoniste spécifique des OTR
(le SSR) inhibe I’effet facilitateur du TGOT sur la succion mais n’abolit pas cette activité
motrice observée en condition contrdle. Il est possible que la stimulation orale et péri-orale de
I’animal par la barre de gueule utilisée dans notre poste expérimental soit responsable de cette
activité motrice « spontanée ». Il n’est pas exclu non plus que la présence de LCRa dans la
cavité oropharyngée puisse constituer un stimulus suffisant pour déclencher ce type d’activité
motrice. Néanmoins, nos résultats semblent indiquer que 1’ocytocine exercerait une
modulation positive sur la succion, mais que la stimulation des OTR n’est pas a I’origine de

I’initiation de la succion.

Comme nous 1’avons précisé dans 1’introduction de ce chapitre, la localisation précise
et le fonctionnement de ce réseau sont inconnus. A notre connaissance, une seule étude in
vitro basée sur la préparation tronc cérébral-moelle épiniere isolée chez des nouveau-nés de

souris prétend avoir identifié une activité rythmique de type succion apres application de

NMDA dans le bain de perfusion (lhara et al, 2013; voir aussi la revue de [noue et al, 2017).
Ces chercheurs ont observé des décharges motrices rythmiques synchrones sur les racines
hypoglosse et trigéminale droite et gauche dont la fréquence (faible ou élevée) differe de la
fréquence des bouffées respiratoires fictives. Les résultats de transections le long de la ligne
médiane de cette préparation indiquent que le réseau générateur de ces activités motrices de
type succion est situ¢ des deux coOtés du bulbe rachidien et envoie des projections
controlatérales sur les motoneurones trigéminaux. Cependant, contrairement a nos résultats,
aucune caractérisation fonctionnelle de ces décharges n’a été faite dans leur étude in vitro, ce

qui remet en cause le fait que ces rythmes correspondent véritablement a de la succion.

A partir d’expériences réalisées sur des tranches isolées de tronc cérébral de jeune rat
(P5-9), des travaux ont montré que l’ocytocine avait un effet neuromodulateur sur les

neurones du noyau hypoglosse (Wrobel et al, 2010). En effet, I’ocytocine agirait sur
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différents types de récepteurs localisés sur des interneurones et/ou prémotoneurones
hypoglosses afin de faciliter les courants post-synaptiques inhibiteurs (glycinergiques et
GABAergiques) en agissant sur les OTR seuls, ou au contraire de faciliter les courants
synaptiques excitateurs en agissant sur les récepteurs a la vasopressine Vla et les OTR. Ces
données étayent I’hypothése que 1’ocytocine aurait, si ce n’est un role dans la maturation des
réseaux du tronc cérébral, un role dans leur neuromodulation a un jeune age, ces réseaux

pouvant étre régulés par une large variété de neuromodulateurs (Marder et Bucher 2001).

Notons enfin qu’un effet excitateur de la vasopressine sur 1’activité locomotrice a été observé

sur une préparation in vitro de moelle €piniére isolée (Pearson et al, 2003).
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Les résultats marquants qui découlent de ce travail peuvent étre résumés de la fagon
suivante. L’administration de quipazine in situ permet d’augmenter significativement
I’activité motrice de déglutition. L’effet de la quipazine semble €tre médié par 1’activation des
récepteurs 5S-HTR2a des noyaux du raphé obscurus et pallidus. Ces noyaux du raphé bulbaire
seraient donc impliqués dans la neuromodulation de la déglutition. La phase post-
inspiratoire est la plus permissive pour I’expression de la déglutition, c’est le pattern de
coordination privilégi¢ chez I’homme comme chez 1’animal. Nous montrons que la
suppression de cette phase a la suite de 1’ablation du pont n’empéche pas la s€équence motrice
de déglutition de se dérouler normalement et n’entraine pas d’altération de la commande
motrice laryngée. Les circuits bulbaires sont donc cruciaux pour I’élaboration et la

distribution de la séquence motrice de déglutition.

Les structures pontiques, quant a elles, sont importantes pour la coordination
entre la respiration et la déglutition. Leur ablation provoque la disparition de 1’expiration
réflexe qui suit la déglutition lorsque celle-ci se produit juste avant I’inspiration, ce qui
augmente le risque de dysphagie. En outre, le pont contribue significativement a la
commande motrice hypoglosse, vraisemblablement grace aux neurones prémoteurs situés
dans le noyau Kolliker-Fuse et la région intertrigéminale. Les enregistrements de ’activité
¢lectrique des motoneurones hypoglosses in situ montrent que certains neurones protruseurs
de la langue sont actifs lors de la déglutition, ce qui suggére une co-contraction de muscles
antagonistes de la langue lors de la déglutition. D’autres neurones situés dans la colonne
respiratoire ventrale peuvent avoir a la fois une activité inspiratoire ou post-inspiratoire
et une activité lors de la déglutition. Ces résultats confirment I’existence de neurones
multifonctionnels au sein des réseaux moteurs du tronc cérébral et montrent que la

préparation in situ est un bon modele d’étude du fonctionnement dynamique de ces réseaux.
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Enfin, nous avons étudié le role d’un agoniste des récepteurs a 1’ocytocine (TGOT) sur
I’activité motrice des nerfs X et XII au cours de la respiration, la déglutition et la succion.
Pour cela, nous avons mis au point la préparation in situ chez le trés jeune raton (des P6) et
observé, a cet age mais pas a P15 ni a P21, une activité rythmique qui ressemble a la succion.
Nous montrons que le TGOT n’a pas d’effet significatif sur la respiration ou la
déglutition. En revanche, le TGOT augmente le nombre d’épisode de succion, effet bloqué
par un antagoniste des récepteurs ocytocinergiques. L’ocytocine pourrait donc jouer un

role modulateur sur le CPG de la succion situé dans le tronc cérébral.

Ces données ont été discutées en détail dans chaque chapitre correspondant des
résultats. Nous allons donc ouvrir la discussion sur certains points connexes qui nous

paraissent importants.

Le premier concerne les différentes caractéristiques des générateurs centraux qualifiés
de multifonctionnels. La reconfiguration ou multifonctionnalité des réseaux existe, mais est-
elle nécessaire ? S’agit-il d’une sorte d’économie d’énergie ou une architecture permettant
d’optimiser le fonctionnement moteur ? Quelle pourrait étre la finalit¢ de [Dactivité
inspiratoire observée lors de la déglutition ? Est-ce réellement une activité respiratoire

paradoxale ?

Nous discuterons ensuite plus en détail de la neuromodulation centrale et périphérique
de la déglutition. Nous élargirons par exemple notre raisonnement a d’autres substances que
la sérotonine. Les différents modeles expérimentaux permettant d’étudier la déglutition seront
également discutés en prenant notamment en compte leur incidence sur le pattern moteur et le
type de déglutition obtenus. Parallélement a 1’existence d’une neuromodulation, nous
analyserons les arguments expérimentaux qui suggerent une plasticité du réseau neuronal de

la déglutition. Enfin, nous discuterons du réle possible de 1’ocytocine dans la succion et la
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maturation des réseaux du tronc cérébral. Nous terminerons par quelques perspectives qui

découlent de ce travail.

I. Les réseaux multifonctionnels

Les organismes vivants sont capables d’exécuter de multiples taches, parfois en
utilisant les mémes réseaux neuronaux ou en partageant certains €léments neuronaux. Ces
réseaux neuronaux multifonctionnels sont composés de neurones qui contribuent a ces
comportements a des degrés différents. Ils sont le résultat d’une organisation dynamique et
fortement modulée, trés étudiée chez les invertébrés, qui existe aussi trés vraisemblablement
chez les vertébrés. Différents mécanismes contribuent a cette organisation dynamique, dont le
jeu de connections synaptiques, le retour sensoriel et la neuromodulation qui peuvent étre
responsables de changements de pattern. Nos résultats concernant la commande motrice
laryngée et hypoglosse (Chapitre 2) ainsi que I’activité des neurones respiratoires pendant la
déglutition (Chapitre 3) peuvent étre mis en lumiere par rapport aux notions qui définissent ce

qu’est un réseau multifonctionnel.

Avant le terme de multifonctionnalité, c’est Peter Getting qui introduisit le terme de «
réseau polymorphe » en 1989 afin de décrire des réseaux de neurones qui peuvent fonctionner

de maniere stable dans différents modes, selon leur modulation et plasticité (Getting 1989).

Ces réseaux polymorphiques ont aussi été appelés « réseau réorganisant » (Morton et Chiel

1994). Cependant le terme « multifonctionnel » permet de faire ressortir le coté a la fois
adaptatif et fonctionnel de ces réseaux qui peuvent commander différents comportements.
Une grande variété de fonctions peut €tre observée sur un méme neurone et cela peut

dépendre de sa modulation, de ses entrées synaptiques et de sa plasticité (Guckenheimer et al,

1993; Cymbalyuk et Shilnikov 2005; Frohlich et al, 2006; Kass et Mintz 2006). Lorsqu’on

applique ces propriétés a un réseau de neurones, il n’est pas surprenant que les réseaux
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puissent également générer de nombreuses sorties motrices différentes. Ce sont les études sur
les comportements rythmiques des invertébrés qui ont permis de mieux comprendre le

fonctionnement des réseaux multifonctionnels (Marder 2000; Marder et Bucher 2001; Grillner

2006). Cette compréhension a été facilitée par la simplicité de leur systéme nerveux qui
permet de corréler aisément une commande neurale & un mouvement relativement simple

(Marder et Calabrese 1996; Marder et al, 2005). Ces études ont montré que la combinaison de

connectivité synaptique et de propriété membranaire intrins€que pouvait générer différents

patterns dans un méme circuit (Marder et Calabrese 1996; Kristan et al, 2005; Marder et al

2005). Ainsi, les réseaux multifonctionnels permettent au systeéme nerveux central de produire
une variété de comportements plus ou moins complexes, contribuant grandement a sa capacité
d’adaptation face aux différents changements externes ou internes rencontrés par 1’animal.
Cependant, afin de comprendre et décrire ces réseaux, il est nécessaire de déterminer les

parametres sous-jacents.

Dans un premier temps il est important de considérer ces réseaux comme formant un
méme systeme car un méme groupe de neurones peut donner différentes sorties que 1’on
qualifiera de « stables » ou « fonctionnelles » selon 1’état de I’animal, les stimuli issus de son
environnement interne ou externe, ou encore selon la neuromodulation dont font 1’objet ces
réseaux. Par exemple, si on étudie en détail un arc réflexe qui a premicre vue est une voie
directe d’un neurone sensoriel vers un interneurone puis un motoneurone, on peut
s’apercevoir que des modulations complexes peuvent avoir lieu a différents niveaux (Hooper

2005; Kelso 2012). Par exemple, si on s’intéresse au niveau pré-moteur, des interactions bien

plus distribuées peuvent étre observées. Un exemple classique est le réflexe de retrait de la
branchie chez I’aplysie, ou il a non seulement été montré qu’une large population de neurones

différents était capable d’induire ce réflexe (Wu et al, 1994), mais aussi que ces différents

neurones codent pour la position et la vitesse de retrait des branchies (Zochowski et al, 2000).
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Une seconde forme de multifonctionnalité dépend de certains groupes de neurones dédiés au
sein de différents réseaux, c’est-a-dire des populations de neurones qui créent des
mouvements coordonnés distincts comme la rotation d’une articulation, mais leur

coordination dynamique peut générer une large variété¢ de comportements (Kichn et Kjaerulff

1998; Buschges 2005). Par exemple, différents
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groupes peuvent &tre utilisés pour coordonner différents segments du corps de l’animal,

comme lors d’'un mouvement ondulatoire (Kristan et al, 2005; Grillner 2006).

Définir un réseau comme multifonctionnel ou dédié est souvent difficile car certains
neurones du circuit peuvent contribuer a plus d’un comportement alors que d’autres ne sont
utilisés que pour un seul. De plus, le muscle controlé par le réseau peut aussi étre

multifonctionnel ou dédi¢ (Morton et Chiel 1994). Si I’on prend deux pools de neurones,

différentes compositions de réseaux produisant différents comportements peuvent étre

reportées :

- Un réseau dédié, avec deux pools de neurones qui contrélent deux comportements

distincts tels que la locomotion et la respiration (Morin et Viala 2002) (Figure 40-A),

- Deux pools de neurones dédiés a un comportement musculaire qui lui est

multifonctionnel tel le vol ou la marche chez le criquet (Ramirez et Pearson 1988) (Figure

40-B),

- Deux pools de neurones ayant des ¢léments partagés pour produire deux
comportements moteurs différents, tel que le rythme pylorique et le rythme du moulin

gastrique générés par les neurones du systéme nerveux stomatogastrique de homard (Bucher

et al, 2006) (Figure 40-C),

- Un circuit multifonctionnel produisant un comportement musculaire multifonctionnel,
tel que le réseau respiratoire des mammifeéres pouvant produire différents comportements

respiratoires, soit I’eupnée, le soupir et le « gasping » (Lieske et al, 2000) (Figure 40-D),

Deux comportements différents peuvent tre aussi générés en changeant le pattern de
décharge des mémes neurones, tel un changement de relation de phase des mémes
motoneurones, comme ceux utilisés pour la marche avant et arriere chez I’Homme (Grasso et

al, 1998). Des patterns d’activité trés distincts peuvent €tre aussi observés au niveau des
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mémes interneurones pendant des comportements différents. Par exemple, chez la tortue,
certains interneurones de la moelle épiniere peuvent décharger en phase a différentes

fréquences pour donner différentes formes de patterns moteurs pendant le toilettage

(Berkowitz 2001) et ces mémes neurones peuvent étre rythmiques, toniques ou silencieux lors

de la nage (Berkowitz 2002). Chez les Brachyura (aussi appelés « vrai-crabe »), I’estomac est

divisé en deux partie : une postérieure pylorique et une antérieure cardiaque aussi appelée sac
cardiaque, délimitées par un étranglement. Dans la partie supérieure de 1’estomac, on retrouve
des picces calcifiées qui forment le moulin gastrique. En fonction de la progression du bolus
alimentaire dans 1’estomac on peut retrouver trois types de rythmes différents (Marder et
Bucher 2007). Dans ce systéme certains neurones sont partagés et les neurones normalement
actifs pendant le rythme pylorique en cours peuvent changer pour décharger en phase avec le

rythme du moulin gastrique (Weimann et Marder 1994) ou avec celui du sac cardiaque

(Hooper et al, 1990) lorsque le bolus atteint ces parties. Certains neurones peuvent aussi
changer de role pour participer a la genese de différents rythmes simultanés. Par exemple, lors
du vol du criquet certains interneurones normalement actifs pendant les mouvements
respiratoires abdominaux changent d’activité pour osciller avec le rythme des battements

d’ailes (Ramirez 1998).

Les neurones d’un réseau multifonctionnel peuvent aussi étre actifs pendant un
comportement rythmique puis activement inhibés pendant un autre. Ces neurones sont alors
hyperpolarisés et sont considérés comme inactifs. Cependant, bien qu’une hyperpolarisation
d’un neurone soit synonyme d’un arrét de décharge dans la majorité des cas, cela ne veut pas
dire que cela enléve son influence sur le réseau. En effet, hyperpolariser un neurone inhibiteur
désinhibe sa cible, provoquant toute une cascade d’effets. Dans ce cas, une vue d’ensemble du
réseau est nécessaire pour comprendre son influence sur le comportement généré. Ce type

d’interaction inhibitrice est trés important pour la mise en place d’un réseau multifonctionnel.
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Par exemple, certains interneurones rythmiquement actifs pendant la marche chez le criquet

recoivent une inhibition pendant le vol (Ramirez et Pearson 1988).

Des interneurones qui établissent des contacts synaptiques directs avec les
motoneurones (donc des prémotoneurones) peuvent aussi tre a I’origine d’un comportement
multifonctionnel. Cela peut s’expliquer par trois mécanismes principaux. Le premier est li¢ a
I’activité intrinséque des neurones qui constituent ce réseau. Par exemple, le ganglion
stomatogastrique du homard peut générer deux rythmes du moulin gastrique distincts en
fonction de I’activité de deux neurones (ici on les appellera neurone 1 et neurone 2). Lorsque
le neurone 1 est activé mais pas le 2, le rythme du moulin gastrique est inhibé. A I’inverse,
lorsque le neurone 2 est activé mais pas le 1, un rythme (a) du moulin gastrique est produit.
Lorsqu’ils sont activés en méme temps, le neurone 2 désinhibe le neurone 1 produisant un

rythme (b) (Combes et al, 1999).

Le second mécanisme est la neuromodulation. La sécrétion de neuromodulateurs par le
systetme nerveux confere un mécanisme alternatif pour moduler I’activité des réseaux
multifonctionnels. La sécrétion et la diffusion de neuromodulateurs permet une altération des
propriétés intrinseques membranaires et de la force synaptique d’une large population de

neurones, provoquant des changements sur le court et long terme (Katz 1998; Dickinson

2006; Yoder et Izquierdo 2018). Ces neuromodulateurs peuvent étre libérés localement par les

neurones ou de manicre plus diffuse de maniére hormonale (Weimann et al, 1997). Ils

peuvent altérer un simple rythme, changer de rythme, ou provoquer I’apparition d’un nouveau

rythme (Nusbaum et Marder 1989a; Mevyrand et al, 1994). La proctoline, un peptide libéré par

des neurones modulateurs, peut démarrer ou accélérer le rythme pylorique lent du ganglion

stomatogastrique (Nusbaum et Marder 1989b, 1989a). Les monoamines peuvent aussi jouer

un réle important sur les réseaux multifonctionnels. Chez la sangsue, la sérotonine favorise la

nage en modifiant I’activité des canaux Ih et INaP des neurones du CPG de la nage (Angstadt
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et Friesen 1993b, 1993a). D’un autre co6té, la dopamine stoppe la nage et favorise 1’activité de

rampement (Crisp et Mesce 2004; Miller et Dunkel 2020).

Enfin, le dernier mécanisme implique les contraintes biomécaniques liées au
comportement évoqué, ainsi que le retour sensoriel. Les propriétés biochimiques de la
musculature et des articulations exercent une forte influence sur le comportement généré. Par
exemple, le comportement de prise alimentaire de 1’aplysie est généré par des muscles

controlés par un CPG qui commandent a la fois 1’ingestion et la réjection de nourriture (Jing

et Weiss 2005; Cropper et al, 2017). En fonction de la forme que prend sa langue, un
comportement sera favorisé par rapport a un autre, i.e. si la forme est sphérique la déglutition

sera déclenchée, alors que si elle est ellipsoidale il y aura une réjection (Sutton et al. 2004a;

2004b).

D’apres Harris-Warrick (2010), la neuromodulation des CPGs 1) joue un rdle essentiel
pour exprimer différentes fonctions du CPG, 2) peut activer des actions opposées d’un réseau,
3) peut permettre de sélectionner le type de neurone actif dans le réseau, et ce
indépendamment de son état, et 4) régule ’expression des genes codant pour des canaux
ioniques permettant de déterminer la fonction neuronale. Le CPG de la nage chez le triton
contient une neuromodulation intrinséque sérotoninergique, car un groupe de neurones

sérotoninergiques fait partie de son CPG (McClellan et al, 1994; Tamvacakis et al, 2018).

Cette neuromodulation joue un rdle important pour 1’expression du pattern moteur de nage,
car le blocage de cette transmission empéche la production de cette activité motrice (Katz et
Frost 1995). La dopamine peut jouer un réle neuromodulateur extrinseque chez différents
gastropodes. Ces especes présentent des neurones dopaminergiques sous-épithéliaux

permettant de réguler les fonctions associées a la recherche de nourriture (Croll 2001; Wyeth

et Croll 2011). Chez I’Aplysie et la Limnée, 1’activité des neurones dopaminergiques permet
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au réseau buccal d’effectuer un mouvement de réjection plutdt que d’ingestion, alors que ces

deux mouvements sont antagonistes (Jing et Weiss 2001; Crossley et al, 2018).

Chez le vertébré, la neuromodulation est aussi importante pour la génération de

patterns moteurs rythmiques. Par exemple, la sérotonine joue un role important pour la

locomotion chez le rongeur (Jordan et Slawinska 2011; Ge et al, 2019; Loy et al, 2021). En
effet, le blocage de différents récepteurs sérotoninergiques bloque I’activité locomotrice

fictive (Majczynski et al, 2020). La sérotonine est aussi importante pour le CPG de la

respiration (Garcia et al, 2011; Bravo et al, 2017; Wollman et al, 2022). Chez la souris

nouveau-née, la perte des neurones sérotoninergiques provoque des épisodes séveres d’apnées
prolongées, ainsi qu’une mortalité importante, mais 1’activité respiratoire est rétablie par

I’injection d’agoniste 5-HTR2a (Hodges et al. 2009).

Enfin, la conservation de 1’énergie est primordiale pour les organismes. Il n’est pas
impossible que la configuration dynamique des réseaux permette d’atteindre ce but. Par

exemple, chez la Limnée, on peut retrouver deux types de mastications : appétitive et

consommatoire (Crossley et al, 2016). Ces deux types se différencient par 1’activité de leur
motoneurones, ou une fréquence de décharge diminuée est observée lorsque la mastication est
appétitive, ce qui diminue la dépense énergétique. La différence entre ces deux types de
mastication est la nature du bolus alimentaire. Lorsqu’il est stir qu’il s’agit d’un bolus nutritif,
alors la mastication sera consommatoire, et inversement. Ceci est aussi retrouvé chez
C.elegans, ou les réseaux responsables de la prise alimentaire sont plus actifs lorsque 1’entrée

d’énergie est garantie grace a une neuromodulation sérotoninergique (Lee et al, 2017).

Enfin, sur la base des observations faites lors de la respiration et la déglutition dans ce
travail, un cinquiéme type de configuration peut étre ajouté a ceux cités précédemment :
- Deux pools de neurones ayant des ¢léments partagés commandant des muscles

multifonctionnels et possédant également des interconnections inhibitrices afin d’empécher
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leur expression simultanée, permettant de générer la respiration et la déglutition (Figure 40-

E).

En effet nous avons vu dans le Chapitre 5 de I’introduction et dans le Chapitre 3 des
résultats que ces réseaux ont des neurones dédiés et partagés, avec par exemple des neurones

pré-1 du PreBotC dont certains sont dédi€s a la respiration et d’autres actifs pendant la
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Figure 41 : Exemples d’activité inspiratoire phrénique et diaphragmatique pendant la déglutition.
(A) Tracés électrophysiologiques bruts et intégrés (J) obtenus au laboratoire sur la préparation perfusée
in situ chez le rat juvénile représentant I’activité des nerfs Phr, X et XII au cours d’un cycle respiratoire
contenant une déglutition de type I-Sw-Exp. L’astérisque rouge représente 1’activité nerveuse déglutitrice
et Dastérisque bleu correspond a [Dactivité phrénique présente pendant la déglutition (ou
Schluckatmung). (B) Tracés électrophysiologiques superposés obtenus chez un Homme sain représentant
des cycles respiratoires dont un contient une déglutition de type Exp-Sw-Exp (4Adaptée de Uysal et al,
2012). Les tracés du haut correspondent a un EMG du diaphragme. Les tracés du milieu correspondent a
un EMG sub-mental (muscles mylo-hyoidien). Les tracés du bas représentent les signaux provenant d’un
capteur de mouvement du larynx lors de la déglutition. La zone entourée en bleu montre ’activité
diaphragmatique concomitante de la déglutition (Schluckatmung). Notez la précocité (ou simultanéité)
de ’activit¢ EMG du diaphragme par rapport au signal sus-hyoidien et au déplacement du larynx lors de
la déglutition. Abréviations : Phr, Nerf phrénique ; X, Nerf vague ; XII, Nerf hypoglosse.
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respiration et la déglutition, ou encore le NTS qui contient a la fois des neurones inspiratoires
et déglutiteurs. Ces comportements font intervenir les mémes muscles des VAS tels que la
langue et les muscles du larynx, mais aussi des VAI avec le diaphragme. L’expression
simultanée de la respiration et la déglutition est incompatible avec le maintien de 1’intégrité
des VAL, et ceci est empéché par un fort couplage central entre le NTS et la CVR, ainsi que
par une modulation périphérique médiée par les afférences vagales pulmonaires. Cette
derniere n’est cependant pas indispensable puisqu’une coordination respiration-déglutition
normale est toujours observée en 1’absence de retour sensoriel, comme c’est le cas sur la
préparation perfusée in situ (nos résultats) ou encore sur la préparation de tronc cérébral isolé

in vitro (ou préparation en bloc) (Yamanishi et al, 2010).

II. Signification de ’activité inspiratoire pendant la déglutition :

exemple du Schluckatmung

Nous pouvons considérer que la déglutition et I’inspiration sont deux actes moteurs
antagonistes puisqu’on ne peut pas inspirer et déglutir en méme temps. Des lors il peut
sembler tout a fait paradoxal d’enregistrer une activité inspiratoire pendant la déglutition.
Pourtant, une breéve activité du diaphragme ou du nerf phrénique, plus réduite qu’une
décharge inspiratoire normale, a été observée chez I’animal comme chez ’homme (Wilson et

al, 1981; Grelot et al, 1992; Gestreau et al, 1996; Hardemark Cedborg et al, 2009). Dans la

littérature, cette activité inspiratoire musculaire ou nerveuse pendant la déglutition a été
appelée « Schluckatmung » (de 1I’Allemand signifiant « déglutition-respiration ») ou encore
« phrenic breakthrough » (signifiant percée phrénique). Dans notre travail réalis€ in sifu, nous
confirmons que la déglutition s’accompagne souvent d’une faible activité inspiratoire
phrénique (Figure 41). De plus, nous montrons également sur ce modele qu’il existe des
neurones inspiratoires de types différents (motoneurones hypoglosses et interneurones de la

colonne respiratoire ventrale) qui sont ¢galement actifs lors de la déglutition.
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Des enregistrements extracellulaires de 1’activité des neurones inspiratoires du NTS
avaient été réalisés bien auparavant, chez le chat in vivo, par Sumi (1963). Cet auteur montrait
pour la premicre fois une activité de décharge de ces mémes neurones inspiratoires pendant la
phase buccopharyngée de la déglutition. Plus tard, d’autres enregistrements tels que ceux
effectués par Dick et collaborateurs (1993) dans la colonne respiratoire ventrale chez le chat
décérébré et ventilé artificiellement, montraient que certains neurones inspiratoires de cette
région déchargeaient également pendant la déglutition. Nos résultats obtenus in situ dans cette
méme région (et mentionnés plus haut) corroborent donc ces observations. La signification de
ces activités respiratoires recueillies par Sumi ou Dick et collaborateurs restait cependant tres
obscure, sans doute en raison de 1’absence de caractérisation fonctionnelle des neurones
enregistrés. Quelques années plus tard, 1’activité de neurones inspiratoires du NTS était

recueillie a 1’aide d’enregistrement intracellulaire toujours chez le chat décérébré et ventilé

artificiellement (Gestreau et al. 1996). Grace a la technique de stimulation antidromique de la
moelle épiniere cervicale et du test de collision d’influx, cette étude a montré que les neurones
enregistrés projetaient leurs axones du bulbe vers la moelle épiniere en C3-C5, c’est-a-dire 1a
ou se situent les motoneurones phréniques. De tels neurones bulbospinaux pouvaient donc
étre considérés comme prémoteurs phréniques. Les résultats des tests pratiqués pendant la
déglutition montraient qu’une large majorité de ces neurones inspiratoires (28/33) étaient

actifs lors de la phase pharyngée de la déglutition fictive.

Quelle signification fonctionnelle pouvaient donc avoir ces décharges inspiratoires
prémotrices et motrices phrénique ? Dans D’article de Gestreau et collaborateurs (1996),
I’hypothése avancée était 1) que la percée phrénique pouvait étre le résultat d’une inhibition
incompléte des motoneurones phréniques, néanmoins suffisante pour stopper le flux
inspiratoire lors de la déglutition, et 2) que les neurones inspiratoires du NTS pouvaient étre

multifonctionnels, c’est-a-dire contribuer soit a 1’acte moteur inspiratoire, soit a 1’activité
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motrice de déglutition. Cette derni¢re hypothése s’appuyait sur des observations faites dans la
littérature apres reconstruction de la morphologie cellulaire, montrant que certains neurones
du NTS possédaient un axone bifurqué. En postulant que cette bifurcation d’axone pouvait
donner lieu a des terminaisons synaptiques sur les motoneurones craniens (hypoglosse,
pharyngé ou laryngé), il était plausible qu’une méme cellule appartienne ainsi a deux réseaux
distincts en excitant le diaphragme pendant I’inspiration et en contribuant & la commande
motrice des voies aériennes supérieures pendant la déglutition. Une autre hypothese était
¢galement discutée au sein du laboratoire marseillais ou ces études avaient été réalisées. Et si
I’activité¢ de décharge des prémotoneurones inspiratoires phréniques du NTS pendant la
déglutition servait a « dilater / relaxer » la partie crurale (péri-cesophagienne) pour faciliter le
passage du bol alimentaire lorsque celui-ci franchit le diaphragme avant d’arriver dans
I’estomac ? Bien que plausible, cette explication s’accorde mal avec le caractére trés précoce
de la percée phrénique, celle-ci étant concomitante de la phase pharyngée. De plus, une étude
réalisée chez le chat par Altschuler et collaborateurs (1987) montre qu’une distension
provoquée par I’inflation d’un ballon dans la portion thoracique de 1’cesophage (afin de mimer
le passage du bol lors de la phase cesophagienne de la déglutition) provoquait une inhibition
de la partie crurale du diaphragme sans aucune modification de la décharge des
prémotoneurones inspiratoires phréniques du NTS (ou méme de ceux de la colonne
respiratoire ventrale). Au total, cette seconde hypothese apparait donc peu probable. Enfin,

une troisieéme explication plus cohérente a fini par émerger des années plus tard.

En effet, si I’on considére que la glotte est fermée au moment ou la contraction
diaphragmatique est observée lors de la déglutition, I’action mécanique engendrée est une
légere distension thoracique capable de provoquer une pression négative cesophagienne. Il est
important de préciser ici qu’une telle pression négative avait été observée pendant la

déglutition plus d’un siécle auparavant par Arloing (1877) et considérée par 1’auteur comme
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une partie intégrante du réflexe de déglutition. Le role de cette pression négative observée au
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Figure 42 : Activité inspiratoire pendant la déglutition chez le chat anesthésié in vivo. Les tracés du
haut indiquent la décharge neuronale brute et seuillée (tri¢) ainsi que la fréquence de décharge
instantanée (FF, Hz) d’un neurone pré-moteur phrénique I-Aug du NTS pendant la respiration et la
déglutition (rectangle gris). La fréquence de décharge de ce neurone est supérieure pendant la déglutition
par rapport a I’inspiration. On remarque une activité motrice diaphragmatique parasternale (et costale)
pendant la déglutition associée a une variation de pression oesophagienne. L’activité intégrée (f) du
muscle thyrohyoidien témoigne de 1’activité déglutitrice et Dactivité intégrée parasternale et
diaphragmatique de I’activité respiratoire et déglutitrice. (Adaptée de Pitts et al, 2018).
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la phase pharyngée de la déglutition, donc au moment ou le sphincter supérieur de I’cesophage

est ouvert, serait littéralement d’aspirer le bolus afin de diminuer son temps de transit dans le

carrefour aéro-digestif et ainsi diminuer le risque d’aspiration trachéale (Pitts et al, 2013;

2018; King et al, 2020). Cet avantage mécanique pour le réflexe de déglutition passerait donc

par le recrutement d’une partie des neurones du réseau respiratoire (Pitts et al, 2018). Au total,
les neurones inspiratoires prémoteurs phréniques seraient donc responsables du

schluckatmung, un événement moteur important pour la déglutition (Figure 42).

III. Réflexions sur la neuromodulation de la déglutition

Au niveau central, différentes substances pharmacologiques peuvent déclencher et/ou
de maniere plus large moduler la déglutition. Dans ce travail, nous avons par exemple montré
que I’injection in situ de glutamate dans le NTS provoque le déclenchement de la déglutition,
souvent de maniére rythmique. Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal du
systéme nerveux central. L’injection du glutamate dans le NTS mime en quelque sorte le
relargage de ce neurotransmetteur excitateur par les terminaisons synaptiques des fibres du
nerf laryngé supérieur (NLS) lorsque ce dernier est stimulé de manicre répétitive. Des effets

similaires ont été observés in vivo (e.g. Gestreau et al, 1996; Grelot et al, 1992). En dehors du

glutamate, que nous ne considérons pas ici comme une substance modulatrice, nous montrons
¢galement que la sérotonine est capable d’augmenter la fréquence de déglutition in situ en
agissant sur les récepteurs 5S-HTR2a du noyau raphé magus et obscurus (voir le Chapitre 1 des

résultats ; Berge-Laval et Gestreau 2020). Les déglutitions évoquées aprés administration de

quipazine sont isolées (un seul événement par cycle respiratoire). De plus, les résultats
présentés dans le Chapitre 1 des résultats sont en accord avec les études réalisées in vivo et
confirment que la sérotonine exerce un effet neuromodulateur sur la déglutition (Bieger 1981;

Kessler et Jean 1991).
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La déglutition étant une étape importante de la prise alimentaire, il est possible que les
substances pharmacologiques capables d’influencer la prise alimentaire influencent ¢galement

la déglutition (et vice-versa). En effet, des susbtances orexigénes comme la ghréline (Kobashi

et al, 2010) ou anorexigénes comme la leptine (Felix et al, 2006; Bariohay et al, 2008;

Abysique et al, 2015; Kobashi et al, 2017) modulent le réflexe de déglutition. Une étude
récente a montré que la nesfatine-1 (agent anorexigéne) inhiberait la déglutition en mettant en
jeu la signalisation ocytocinergique et par ailleurs, 1’ocytocine intervient également dans la

modulation de la prise alimentaire (Guillebaud et al, 2019). Dans cette derniére étude, 1’effet

inhibiteur li¢ a I’injection de nesfatine-1 dans le groupe déglutiteur dorsal est bloqué par
I’injection d’un antagoniste ocytocinergique. Ces résultats suggerent donc que ’ocytocine
exerce (in vivo) un effet neuromodulateur inhibiteur sur la déglutition. Cependant, comme
nous I’avons vu dans le chapitre 4 des résultats, nous n’avons pas révélé d’effet
neuromodulateur significatif du TGOT, un agoniste ocytocinergique, sur la déglutition in situ
de P6 a P21. Il est donc possible que I’effet inhibiteur de 1’ocytocine révélé in vivo ne soit pas
médié¢ par les OTR mais plutdt par les récepteurs a la vasopressine. Des expériences

supplémentaires pourraient permettre de vérifier cette hypothese.

La substance P (SP) est un autre exemple de neuromodulateur qui pourrait avoir un
effet sur la déglutition. Des patients souffrant de dysphagie oropharyngée ont une

concentration en SP réduite et une sensibilité a la SP réduite (Tomsen et al, 2022). D’ailleurs,

le niveau de SP dans la salive pourrait étre un biomarqueur de la dysphagie chez les personnes
agées. Les principaux récepteurs retrouvés sur les afférences sensorielles de 1’oropharynx sont
les canaux «Transient Receptor Potential» (TRP). Ces canaux sont sensibles aux stimuli

mécaniques, thermiques et chimiques (Alvarez-Berdugo et al. 2016; 2018). La stimulation des

TRP provoque I’expression locale de SP en stimulant les terminaisons nerveuses des fibres

sensorielles du nerf trijumeau (V), facial (VII), glossopharyngien (IX) et vague (X) présentes
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dans I’oropharynx (Rodrigo et al, 1985; Yoshida et al, 2000; Clave et Shaker 2015; Tomsen et

al, 2022). De plus, la stimulation de I’oropharynx avec de la capsaicine module la sécrétion de

SP. Or la capsaicine est capable d’améliorer 1’efficacité de la déglutition en augmentant la
décharge motrice pharyngée ainsi qu’en activant le sphincter cesophagien supérieur. Les
capsaicinoides seraient responsables d’une libération dose-dépendante de SP et d’un effet

positif sur la biomécanique de la déglutition (Ebihara et al, 1993; Yamasaki et al, 2010;

Suntrup-Krueger et al, 2021). Remarquons toutefois que I’étude de Suntrup-Krueger et

collaborateurs (2021) a été réalisée chez des sujets sains et qu’il conviendrait de vérifier si les
résultats sont identiques chez les patients dysphagiques. L’administration de capsaicine ou de
SP sur la préparation in situ pourrait tre un bon outil pharmacologique pour étudier les effets
de ces substances sur les parametres neurophysiologiques de la déglutition. En périphérie, la
SP est retrouvée dans des zones importantes de digestion tel que 1’estomac et 1’intestin gréle

(Karagiannides et al, 2006), et son role sur la motilité et sécrétion gastrointestinale semble

bien connu (Holzer et Holzer-Petsche 1997; Holzer 2011; Holzer et Farzi 2014; Atas et al,

2021; Zhu 2021). Centralement, la SP est retrouvée dans certaines aires hypothalamiques

impliquées dans la prise alimentaire telles que le noyau arqué et ventro-médian (Mantyh et al.
1984). Bien que ses effets soient encore mal compris, la SP jouerait un role dans la
modulation de la prise alimentaire. Son blocage a méme été proposé comme traitement

potentiel contre 1’obésité (Karagiannides et al, 2008). Ces derniers auteurs ont montré¢ que

I’administration intrapéritonéale d’un antagoniste a la SP provoque une perte de masse
adipeuse significative chez des souris obéses, alors que I’injection de SP (en plus de
I’antagoniste) provoque une augmentation de prise alimentaire dose dépendante. Cependant,
d’autres résultats opposés ont été publiés. Chez le rat, I’injection intrapéritonéale de SP réduit

la prise alimentaire (Hasenohrl et al. 1994). De plus, ’administration intraveineuse ou

intraventriculaire de SP provoque une diminution de la prise alimentaire associée a une
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diminution d’activité des centres de la prise alimentaire hypothalamique (Zilov et al, 1986).

Chez la caille et le coq ’administration centrale de SP provoque une diminution de prise

alimentaire (Tachibana et al, 2010; Mace et al, 2014; Pauliukonis et al, 2020). Ces résultats
différents s’expliquent sans doute par l'usage de modeles animaux différents et/ou de
méthodes différentes. Une étude récente chez I’Homme montre qu’un taux ¢élevé de SP est
retrouvé chez des patients obéses morbides ; la SP participerait a maintenir cet état en

accélérant la vidange gastrique (Atas et al, 2021).

Si I’on revient a présent sur I’effet facilitateur de la sérotonine sur la déglutition
observé in situ, existe-t-il des évidences que cette substance soit également impliquée dans la
modulation de la prise alimentaire ? Cela semble bien étre le cas, notamment chez les
invertébrés. Chez le mollusque, la sérotonine active un courant sodique entrant sur les
neurones buccaux via un mécanisme AMPc-dépendant, provoquant une dépolarisation

membranaire et augmentant la fréquence de décharge de ces neurones (Price et Goldberg

1993). L’activation du courant Ih est également suspectée. Chez [’aplysie, la sérotonine
augmente I’excitabilité¢ de neurones sensoriels et augmente la transmission synaptique de ces

neurones vers leurs cibles ce qui facilite le comportement d’ingestion (Klein et Kandel 1980;

Hawkins et al, 1983; Byrne et Kandel 1996). Chez la larve de drosophile, la sérotonine

augmente la fréquence du rythme moteur permettant la prise alimentaire (Schoofs et al, 2014).

Ainsi, la sérotonine exercerait un effet excitateur sur les réseaux neuronaux impliqués dans le
comportement alimentaire. Malgreé les différences évolutives entre les vertébrés et invertébres,
le systéme sérotoninergique est plutdt conservé au niveau moléculaire, avec des récepteurs 5-
HTR homologues aux sous-types de récepteurs retrouvés chez les mammiferes (5-HTR1-7)
(Tierney 2018). Nous montrons un effet facilitateur de la quipazine sur la déglutition qui
s’exerce probablement via les récepteurs 5-HTR2a. Ces récepteurs sérotoninergiques sont les

plus exprimés par les cellules et les plus étudiés (Willins et al, 1997; McCorvy et Roth 2015),
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notamment car ils exercent des effets anti-dépresseurs et qu’ils sont responsables des effets

excitateurs de la sérotonine (Zicba et al, 2021). Ces récepteurs sont couplés aux protéines Gq

qui activent la phospholipase C et produisent de I’inositol triphosphate ainsi que du

diacylglycerol, ce qui résulte en une augmentation intracellulaire de calcium (Roth et al, 1984;
1998). Des études conduites sur le cortex de rat ont montré que 1’activation de récepteurs 5-

HTR2a augmente I’activité glutamatergique des neurones cibles (Marek et Aghajanian 1998;

Becamel et al, 2017).

En accord avec ces données de la littérature, nous avons donc émis I’hypothése que la
quipazine active les récepteurs 5S-HTR2a exprimés par les neurones du raphé bulbaire, ces
derniers projetant leurs axones vers le NTS afin d’exciter le réseau déglutiteur dorsal via la
libération de glutamate. En conclusion, la sérotonine pourrait donc exercer un effet
neuromodulateur a la fois sur la déglutition et la prise alimentaire. De plus, il est possible que

cet effet soit conservé dans le phylome.

IV. Réflexions sur le déclenchement expérimental de la
déglutition

Différents modeles expérimentaux peuvent étre utilis€és pour étudier la déglutition
et/ou la coordination respiration déglutition. De méme, plusieurs protocoles de déclenchement
de la déglutition ont été testés dans la littérature. Nous savons que ’activité motrice de
déglutition est modulée selon les caractéristiques physicochimiques du bolus, telles que le

volume, la texture, la consistance, la température, voire le golt (Cook et al, 1989; Dantas et

Dodds 1990; Dantas et al, 1990; Jean 2001; Kajii et al, 2002). Cette adaptation repose sur la

mise en jeu des afférences sensitives (voir Chapitre 4 de I’introduction). Il n’est donc pas
surprenant qu’expérimentalement, le type de stimulation et son lieu d’application puissent

exercer une influence drastique sur I’activité motrice de déglutition induite. Chez I’ Homme
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par exemple, une étude faite en IRM fonctionnelle a montré que 1’acidification de 1’cesophage

avait pour effet de diminuer ’activité¢ de déglutition (Paine et al, 2008). De plus, le pattern

moteur déglutiteur

A Instillation d’eau dans le pharynx
ICE
N ——+
S W N W
[DIG

B Stimulation mécanique du pharynx
ICE » - T e mw. -—
NI -
DIG — H_H—'—
fDIG W N W W Y -

C Stimulation électrique des NLS
ICE - -
Xl il
IX[[ 3 ___”_._\_'_.'\__'_'__‘_'_\'I.w'l.___r-_'_.‘.__p_'l\'_'I-_'_I-_‘_H__II-_'_’.-__
016 ——— 1
[DIG

2 sec

Figure 43 : Facilitation motrice au cours de la déglutition rythmique quel que soit le mode de
déclenchement réflexe. (A) Stimulus physiologique (eau dans la cavité buccale). (B) Stimulation
mécanique manuelle de la muqueuse de 1’oropharynx a 1’aide d’un cathéter. (C) Stimulation électrique
(20Hz, 250us, 1V) des fibres sensitives du nerf laryngé supérieur (NLS). Les déglutitions apparaissent
pendant une pause inspiratoire (absence de décharge du muscle intercostal externe, ICE) et sont
objectivées par ’activité phasique simultanée du nerf moteur hypoglosse (XII) et du muscle digastrique
antérieur (DIG). Les activités nerveuses et musculaires peuvent étre quantifiées a partir des signaux
intégrés ([ XII et [ DIG). La facilitation se traduit par 1’augmentation progressive, quasi linéaire (C), de
la force des déglutitions, en fonction de leur position dans la série. (Données chez le rat décér@ﬁ':).



fait I’objet d’un changement plus important en fonction du volume du bolus plutot que de sa

consistance, la consistance du bolus modifiant seulement la phase buccale de la déglutition

(Ferris et al, 2021).

Chez I’animal, la stimulation électrique répétitive d’un seul ou des deux nerfs laryngés

supérieurs (NLS) provoque des déglutitions réflexes rythmiques (Dick et al, 1993; Gestreau et

al, 1996; Jean 2001), tandis que la stimulation électrique de la muqueuse laryngopharyngée

déclenche plutdt I’apparition de déglutitions isolées (Takatsuji et al, 2012). Cette différence
pourrait s’expliquer par la présence de nocicepteurs. En effet, les voies aériennes supérieures
(et particulierement la muqueuse laryngopharyngée) contiennent de denses terminaisons
nerveuses sensorielles, dont des fibres C non myélinisées sensibles aux stimuli nocifs (Reix et

al, 2007), et la stimulation de ces fibres nociceptives inhiberait I’initiation de la déglutition

(Tsujimura et al, 2009; 2011). Récemment, King et collaborateurs (2020), ont montré que le

pattern moteur de la déglutition différe selon le type de stimulation. Ils rapportent qu’une
stimulation électrique des NLS provoque une plus forte activation des muscles des voies
aériennes supérieures qu’une instillation d’eau dans la cavité oropharyngée. En revanche,

cette stimulation ¢€lectrique réduit le Schluckatmung (King et al, 2020). On peut toutefois

remarquer que leurs expériences ont €té faites chez le chat anesthésié. Des résultats non
publiés obtenus dans 1’équipe ne semblent pas confirmer les observations de King et
collaborateurs. En effet, les déglutitions induites par I’instillation d’eau dans 1’oropharynx
sont plus robustes que celles induites par la stimulation des NLS chez le rat décérébré (Figure

43), mais aussi chez le chat décérébré (Horton et al, 2018). 11 est donc probable que les

différences de pattern moteur entre les deux études s’expliquent par des différences
méthodologiques, notamment la présence ou 1’absence d’anesthésique et des structures supra-
mésencéphaliques. Il nous semble raisonnable de postuler que la stimulation de la déglutition

par injection d’eau dans la cavité buccale provoque une stimulation afférente plus soutenue et
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plus dynamique que la stimulation électrique des NLS. Le recrutement de davantage de fibres
afférentes lors de la stimulation induirait alors un renforcement de I’activit¢ motrice
(augmentation du gain moteur). Les résultats supplémentaires présentés dans le chapitre
suivant semblent confirmer cette hypothése. De plus, les observations soulignées plus haut,
montrant que I’application de concentrations croissantes de capsaicinoides dans 1’oropharynx
provoque une libération dose-dépendante de SP et un renforcement des déglutitions (Suntrup-

Krueger et al, 2021) vont également dans le sens de notre hypothése.

Physiologiquement, le bol alimentaire peut entrainer la stimulation des NLS seulement
lorsqu’il est a proximité immédiate du larynx. La déglutition induite par la stimulation
¢lectrique des NLS correspondrait dans ce cas a une situation d’urgence vis-a-vis de la
protection réflexe des voies aériennes inférieures. De plus, la stimulation électrique provoque
une activité synchrone des fibres sensitives a la fréquence de stimulation imposée par
I’expérimentateur. Cela différe donc des conditions physiologiques dans lesquelles 1) la phase
orale précede la phase buccopharyngée, 2) les fibres du nerf glossopharyngien sont ¢galement
stimulées (en plus du NLS) et 3) I’activation des fibres est modulée par la progression du bol
dans la cavité oropharyngée, ce qui implique un mode de décharge plus dynamique des
afférences sensitives. Pour ces raisons, on peut considérer que la stimulation €lectrique des
NLS n’est pas la méthode la plus physiologique pour induire la déglutition. Néanmoins, il

s’agit d’une technique robuste et facilement controlable largement utilisée dans la littérature.

Enfin, nous avons vu que pour étudier la coordination respiration-déglutition il était
nécessaire d’utiliser une méthode d’induction de la déglutition qui permette d’obtenir une
seule déglutition par cycle respiratoire (ou déglutition isolée). Dans cette optique, la
stimulation par injection d’eau dans la cavité oropharyngée et I’administration de la quipazine
par voie systémique semblent étre les moyens les plus appropriés. Si I’injection d’eau est une

méthode d’induction certainement plus physiologique et stimule probablement davantage de
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fibres afférentes, elle posséde cependant I’inconvénient d’étre assez variable. Selon notre
expérience, deux injections d’eau rapprochées provoquent souvent des réponses différentes.
On note en particulier un phénoméne de désensibilisation qui se traduit par 1’atténuation du
nombre d’événements évoqués lors du second stimulus ou des stimuli successifs. A cet égard,
la méthode pharmacologique proposée dans ce travail (injection de quipazine) a I’avantage de
provoquer des déglutitions isolées de manicre stable et sur le long terme (15-20 min). Cette
méthode parait propice pour explorer les mécanismes cellulaires de la coordination respiration

déglutition, ainsi que les mécanismes de plasticité de la déglutition (voir Chapitre suivant).

V. Plasticité du CPG de la déglutition et role des afférences

Le réseau neuronal de la déglutition ferait I’objet d’une plasticité a court terme. En
effet, la stimulation répétée des NLS provoque une augmentation de la transmission
synaptique, mettant en jeu différents mécanismes modifiant [’activité des neurones
déglutiteurs du NTS et de différents neurotransmetteurs tels que le glutamate, la sérotonine ou

la nicotine (Hashim et Bieger 1987; England 1992; Kalappa et al, 2011).

Récemment, une augmentation de la durée et de 1’aire sous la courbe des bouffées
nerveuses vagale et hypoglosse a ét¢ mesurée lors de la déglutition rythmique induite par la
stimulation répétitive des NLS chez le chat décérébré, paralysé et ventilé artificiellement

(Horton et al, 2018). Une autre étude récemment publiée par 1’équipe de Bolser en Floride

montre que la stimulation fixe ou stochastique des afférences laryngées (déclenchée par la
stimulation électrique des NLS) provoque une facilitation a court terme, la stimulation
stochastique aboutissant en plus a une augmentation de I’excitabilit¢ du réseau de la

déglutition (King et al, 2020).

D’autres ¢tudes non publiées réalisées au laboratoire ont exploré plus en détail ce

phénomene de plasticité et confirment 1’existence d’un phénoméne de facilitation a court
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terme. De maniére intéressante, la facilitation des déglutitions peut étre déclenchée par la

stimulation

! “ J, i|:||.:i
" |_|‘_:‘:, "I'H'I'-‘i;'
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Figure 44 : Effet de la paralysie sur la facilitation des décharges motrices déglutitrices hypoglosses
in vivo. Facilitation a court terme de la décharge motrice déglutitrice hypoglosse (XII) avant (A) et apres
(B) paralysie. On remarque que la facilitation est trés réduite apres paralysie mais persiste tout de méme.
ICE : Electromyogramme du muscle intercostal externe; [ XII : activité intégrée du nerf hypoglosse;
VA : ventilation artificielle. La ligne pointillée horizontale représente la durée de la stimulation du nerf
laryngé supérieur (NLS, 20Hz, 250us, 1V). (Données obtenues chez le rat décérébre).
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mécanique de la muqueuse du pharynx, par 1’injection d’eau dans la cavité buccale ou par la
stimulation ¢€lectrique des NLS chez le rat décérébré non paralysé (Figure 43). Elle se traduit
par une augmentation de la force de déglutition lorsque celles-ci sont consécutives, comme le
montre I’EMG des muscles sus-hyoidiens (e.g. muscle Digastrique antérieur) et
I’enregistrement simultané des bouffées nerveuses du X (ou du nerf laryngé récurrent, NLR)

et du XII

Le role des afférences sensitives a été testé en analysant la facilitation avant et apres
paralysie et ventilation artificielle chez les mémes animaux. Les résultats montrent clairement
un effondrement marqué de la facilitation apres paralysie (Figure 44). 11 persiste cependant
une petite potentialisation d’origine centrale, consistant notamment en une augmentation de la
durée (mais trés peu de I’amplitude) des bouffées nerveuses, comme c’est le cas dans 1’étude
de Horton et collaborateurs (2018) ou la déglutition est fictive. Il en découle que la mise en
jeu des afférences lors de la contraction musculaire (ou feedback sensitif) est en grande partie
a lorigine de la facilitation a court terme de la déglutition. Des expériences
¢électrophysiologiques supplémentaires pourront étre réalisées afin de révéler les mécanismes

cellulaires impliqués dans cette plasticité.

VI. L’ocytocine est-elle impliquée dans la succion ?

Nous avons vu dans le chapitre 4 des Résultats que ’ocytocine (OT) est considérée

comme une neurohormone importante pour la période péri- et post-natale (Lee et al. 2009;

Meyer-Lindenberg et al, 2011; Grinevich et al, 2014; Keebaugh et al, 2015; Muscatelli et al,

2018). L’OT est en effet synthétisée par les noyaux PVN, SON et AN de I’hypothalamus,
sécrétée dans la circulation sanguine et libérée dans le systéme nerveux central. Des
concentrations importantes d’OT sont observées des la naissance (pic d’OT) et restent élevées

lors des 2 premiéres semaines de vie chez le rat et la souris (Hoffiz et al, 2021). De
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nombreuses fibres OT-ergiques provenant du PVN sont observées dans le tronc cérébral et les
neurones de nombreuses structures bulbaires et pontiques expriment le récepteur a I’ocytocine
(OTR). De maniére intéressante, 1’expression d’OTR peut étre transitoire dans plusieurs
noyaux du tronc cérébral, tels que les noyaux moteur hypoglosse et facial, tandis qu’elle

persiste ailleurs, comme dans le noyau dorsal moteur vagal adulte ou dans le NTS (Tribollet

et al, 1989). De¢s lors, I’OT pourrait étre impliquée dans la maturation des fonctions de

nutrition et/ou le contrdle des noyaux moteurs craniens.

Le role de I’OT a été mis en lumiére par des études s’intéressant au syndrome de
Prader-Willi (PWS) et a I’autisme. Le PWS est une maladie génétique rare, qui se caractérise
par un dysfonctionnement hypothalamo-hypophysaire associ¢ a une hypotonie majeure
pendant la période néonatale et les deux premicres années de vie. Ce syndrome serait li¢ a la
perte d’expression de I’alléle paternel de la région chromosomique 15q11-q13 ou une délétion
du gene Magel2. De l'enfance a 1'age adulte, les problémes principaux sont l'apparition d'une
hyperphagie avec le risque d'obésité morbide, des difficultés d'apprentissage et des troubles

du comportement, voire des troubles psychiatriques majeurs (Juriaans et al, 2022). Des études

portant sur les souris Magel2 KO, un modele murin des troubles du spectre autistique et du
PWS ont montré de nombreux déficits sociaux et cognitifs, ainsi qu’un défaut de succion a la

naissance (Schaller et al, 2010; Meziane et al, 2015; Bertoni et al, 2021). En ce qui concerne

le déficit de succion chez ces souris, une seule injection d’OT 3-5h apres la naissance a

permis de restaurer I’activité de succion et une alimentation normale (Schaller et al. 2010). A

la suite de cette découverte importante, I’administration intranasale d’OT a été testée chez des
enfants atteints du PWS agés de moins de 6 mois. Chez ces enfants, 1’administration d’OT
pendant 7 jours consécutifs a amélioré les activités de succion et de déglutition ainsi que les

compétences sociales (Tauber et al, 2017; Yamasue et Domes 2018).
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L’OT pourrait donc exercer un role dans la succion et la déglutition mais les
mécanismes neuronaux impliqués n’ont pas encore €té ¢lucidés. Peu d’études ont été réalisées
chez I’animal normal. Nous avions déja évoqué que chez le rat adulte, la nesfatine-1

exercerait un effet inhibiteur sur la déglutition et que cet effet serait médi¢ par ’OT

(Guillebaud et al, 2019). Dans notre travail, nous avons utilis¢ un agoniste des OTR (le
TGOT) et nous n’avons pas retrouvé d’effet sur la déglutition. En revanche, I’administration
du TGOT in situ a augmenté le nombre d’épisodes rythmiques qui ressemblent a la succion.
Cet effet étant bloqué par ’administration d’un antagoniste spécifique des OTR, il semble
donc bien que I’OT puisse moduler I’activité de succion via ces récepteurs. Notre travail ne
permet pas, en revanche, de préciser quels noyaux du tronc cérébral sont impliqués dans cet

effet modulateur de la succion.

L’analyse des données de la littérature étaye I’hypothése selon laquelle I’OT pourrait
moduler I’activité motrice de succion en contrflant la transmission synaptique entre les
terminaisons des fibres nerveuses sensitives périphériques et les neurones centraux qui
integrent ces afférences. En effet Rinaman (1998) avait observé que les neurones OT du
noyau paraventriculaire (PVN) projetaient abondamment vers le NTS qui est une structure
majeure d’intégration des informations viscérales. Il est donc possible que les neurones du
PVN libérent de I’OT afin de moduler les afférences vagale ou glossopharyngienne qui font
synapse dans le NTS, dans le contexte de la succion. Cela est étayé par le fait que 1’injection
d’OT modifie I’expression de cFos dans le NTS et dépolarise les afférences vagales (Iwasaki

et al, 2015). Les fibres trigéminales expriment les OTR et 1’activation de ces récepteurs a un

effet sur la nociception (Huang et al, 2021). De plus, la mutation de la sous-unité epsilon du

récepteur NMDA chez la souris aboutit a une désorganisation anatomique des fibres et des
neurones de second ordre dans la région ventrale du noyau spinal trigéminal et est associée a

la perte du réflexe de succion (Kutsuwada et al, 1996). Il est donc possible que I’OT module
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I’activité des synapses entre les fibres sensitives trigéminales et les neurones du noyau spinal
trigéminal (5SP). Pour le démontrer, des injections d’OT pourrait étre réalisées dans cette
région du 5SP afin d’étudier I’activité des neurones trigéminaux en réponse a la stimulation
des afférences trigéminales. Enfin, dans le but de distinguer le role des OTR périphériques et
centraux, il serait utile de réaliser d’autres expériences sur la succion in vivo ou in situ en
utilisant des antagonistes des OTR comme 1’Atosiban qui ne passe pas la barriere hémato
méningée et le L368,899 qui est un antagoniste non peptidique sélectif des OTR centraux

(Boccia et al, 2007).

VII. Optogénétique et traceurs neuronaux : une révolution dans

la compréhension des réseaux neuronaux

Tout au long de I’histoire des sciences, I’évolution de la technologie a souvent été a
I’origine d’avancées majeures du savoir. Le développement d’outils innovants permettant
d’étudier les mécanismes du vivant aux niveaux moléculaire et cellulaire, comme le
séquengage génomique, la transgenése ou I’enregistrement des cellules en patch-clamp, mais
aussi I’évolution des modeles d’études (e.g. in vitro, in vivo ou in situ), ont permis d’améliorer
et d’accélérer notre compréhension de la neurophysiologie. Cependant, 1'un des problemes les
plus difficiles a résoudre dans le domaine des neurosciences intégratives est la description
systématique de la connectivité neuronale dans le cerveau intact des mammiferes. De
nombreux types de neurones différents, ayant chacun une connectivité et une fonction
distinctes, peuvent coexister dans la méme région du cerveau. Grace a des études minutieuses
utilisant des techniques de microscopie ¢électronique et d'électrophysiologie, il est possible de
comprendre comment la connectivité d'un neurone contribue a sa fonction dans le circuit au
sein duquel il est intégré, mais nous manquons de moyens efficaces pour effectuer des

analyses au niveau du circuit in vivo. En particulier dans les régions du cerveau présentant une
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hétérogénéité neuronale considérable, nous sommes encore tres limités dans notre capacité a
¢tudier comment les groupes de cellules forment leurs connexions a petite échelle, comment
ces connexions ¢évoluent dans le temps et comment cette plasticité affecte le role d'un type de
cellule dans un circuit dynamique. Les traceurs neuronaux antérogrades et rétrogrades
standard peuvent révéler l'emplacement des neurones qui se projettent vers ou depuis des
régions cérébrales particuliéres, mais ne permettent pas d'identifier les types de cellules qui
recoivent effectivement les connexions synaptiques. Or cette derniére décennie a été marquée
par D’avenement des techniques dites d’optogénétique et les outils de tracage viraux.
Qualifiées de « game-changer » ces techniques sont particulierement utiles et puissantes pour
identifier et cibler des neurones impliqués dans des réseaux neuronaux complexes (Pastrana

2011; Prestori et al, 2020).

L’optogénétique consiste a faire exprimer des canaux activés par la lumiére, les
« opsines », a des cellules d’intérét, afin d’exciter ou inhiber ces cellules lorsqu’elles sont
stimulées a une longueur d’onde spécifique (laser ou LED). Ces opsines ont été trouvées chez
une espece d’algue pour celles dépolarisant la cellule (channelrhodopsine 2 ou ChR2), et chez
des archéobactéries pour celles hyperpolarisant la cellule (halorhodopsine ou NpHR). La
transfection des opsines aux cellules d’intéréts peut se faire de plusieurs manicres. Par
exemple, il est possible de combiner ’'utilisation d’animaux transgéniques exprimant la Cre-
recombinase dans une certaine population de cellules, avec 1’injection locale d’un adénovirus,
pour n’exprimer les opsines que sur les neurones exprimant la Cre au site d’injection (Atasoy
et al, 2008). Cette technique permet une haute précision a la fois dans le ciblage des
populations cellulaires et dans les délais de réponse des cellules modifiées (quelques

millisecondes).

Les traceurs neuronaux viraux bénéficient de la caractéristique principale des virus

neurotrophiques, celle qui consiste a se transmettre de neurones en neurones en suivant les
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connections ¢établies. Par exemple, le virus de la rage est capable de se propager
exclusivement de manicre rétrograde, permettant un suivi étape par étape de I’infection,
chaque étape correspondant a un « étage neuronal ». L’ajout d’un géne rapporteur codant pour
une protéine de fluorescence dans le génome du virus de la rage rend alors possible le fait de
marquer les neurones infectés par immunofluorescence et retracer ainsi tel ou tel réseau
d’intérét. Cependant les marquages obtenus apres injection du virus de la rage sauvage (ou un
virus équivalent comme le virus Herpés) dans un groupe de neurones cibles reflétent la
capacité du virus a franchir plusieurs synapses. Il s’agit donc d’un outil puissant pour révéler
les voies nerveuses poly-synaptiques liées a la structure d’intérét. Mais les techniques
développées récemment permettent d’aller plus loin. En effet, il est possible d’utiliser un virus
auxiliaire (virus adéno-associés ou AAV) dépendant de la Cre pour cibler l'infection par le
virus de la rage et limiter sa propagation rétrograde a une seule synapse (propagation
monosynaptique). Sans rentrer dans tous les détails de cette technique, I’idée est d’utiliser un
virus de la rage dont son propre géne codant pour une glycoprotéine a été supprimé de son
génome, ce qui rend le virus incapable de se propager de maniére rétrograde en l'absence
d'une autre source de glycoprotéine rabique. Le virus auxiliaire compléte cette déficience,
permettant au virus de la rage de se propager de manicre rétrograde dans une synapse. Cette
population de neurones présynaptiques n'exprime pas la glycoprotéine rabique, de sorte que le
virus de la rage ne peut pas se propager plus loin, limitant I'infection par le virus de la rage a
une petite population de cellules exprimant Cre et a leurs partenaires directement

présynaptiques (Wall et al, 2010).

Ces techniques ont ¢été utilisées trés récemment dans le but d’étudier les réseaux
moteurs du tronc cérébral. Dempsey et collaborateurs (2021) viennent par exemple de
découvrir le CPG responsable du lapement (ou léchage) dans le bulbe rachidien rostral de la

souris grace a une €légante combinaison de construits génétiques et d’infections virales basées
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sur le virus de la rage modifié. A la suite de I’injection du virus de la rage dans divers muscles
oromoteurs, dont le digastrique postérieur, ils ont pu localiser les neurones prémoteurs
orofaciaux avec une résolution inégalée a ce jour. En outre, ils montrent que des
prémotoneurones Phox2b positifs situés dans la formation réticulée intermédiaire (ou IRt) et
dans la région inter-trigéminale sont capables d’initier une séquence motrice compléte de
lapement lorsqu’ils sont stimulés de maniere tonique. Ces neurones seraient a la fois
prémoteurs et générateurs de rythme. Ces neurones sont connectés a des motoneurones
protruseurs ainsi qu’a des motoneurones rétracteurs de la langue ce qui permettrait
I’alternance des mouvements de la langue lors du lapement. Aussi, 1’équipe de Yackle,
Dempsey et Fortin vient de découvrir chez la souris nouveau-née un autre CPG responsable
cette fois de la vocalisation (qualifiée d’instinctive), ce CPG serait situé dans la formation

réticulée intermédiaire ventrale rostrale (Wei et al, 2022). Dans ce travail, les auteurs ont

¢galement utilisé 1’injection de virus de la rage modifié en ciblant cette fois les muscles
cricothyroidien et thryoaryténoidien du larynx, afin d’identifier de maniére sélective les
prémotoneurones laryngés. Ces prémotoneurones bulbaires formeraient le CPG appelé
« Oscillateur Réticulaire Intermédiaire » (ou ORi) lequel permettrait I’expression de cris brefs
et successifs ou «pleurs instinctifs » couplés a la respiration. Ces neurones sont
glutamatergiques (vglut2 positifs) et expriment la proenkephaline (penk positifs). Ils
possedent une activité oscillatoire qui persiste en 1’absence de neurotransmission synaptique
et ces cellules seraient couplées électriquement grace a des jonctions GAP. L’activation
optogénétique de ces neurones in vivo provoque I’apparition des pleurs. De plus, pendant une
séquence de pleurs, ’activation de I’ORi est capable d’exciter les neurones du preBotC et

d’initier un cycle respiratoire, provoquant une alternance I-E1 physiologique.

La liste des découvertes faites grace a ces techniques est ici loin d’étre exhaustive. Ce

qui semble certain, c’est que 1’utilisation de ces techniques pour I’étude des réseaux du tronc
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cérébral est en pleine expansion. De ce fait, ces techniques de manipulations génétiques
ouvrent une voie prometteuse pour analyser la connectivité fonctionnelle au sein des CPG de
la déglutition et de la succion. L optogénétique et les outils viraux pourraient aussi permettre
d’investiguer les interactions entre les différents réseaux du tronc cérébral, en ciblant de

manicre spécifique une population de neurones au sein du NTS et/ou du PréBotC.
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Optimisation des ¢électrodes organiques, stimulation nerveuse
vagale et mort soudaine li¢e a I’épilepsie

I. Contexte général de I’étude

J’ai débuté mon Doctorat en février 2018 a la Faculté Nord de Médecine, alors que
mon encadrant venait d’obtenir un accord afin de rejoindre 1I’équipe du Dr Christophe Bernard
au sein de I’Institut de Neurosciences des Systémes (INS) a la Timone. Cependant, faute de
place, il n’a pas été possible d’emménager a I’INS et nous sommes donc restés a la Faculté
Nord de 2018 a fin 2020. L’INS est un institut de recherche multidisciplinaire qui s’intéresse
aux processus dynamiques du cerveau en intégrant des approches expérimentales, théoriques
et cliniques afin de comprendre les fonctions et dysfonctions cérébrales telles que 1’épilepsie.
L’équipe PhysioNet du Dr Bernard s’intéresse particuliérement au codage de 1’information et
a la dynamique des réseaux neuronaux, chez les animaux témoins et épileptiques. Chez ces
derniers, il s’agit notamment d’identifier les biomarqueurs prédictifs des crises et de
développer des approches curatives pour les crises et les comorbidités. Enfin, une partie de
I’activité de recherche est €galement consacrée a la conception de nouveaux dispositifs

d’enregistrement in vivo, en particulier des sondes organiques multimodales.

C’est dans ce contexte qu’un projet de recherche en partenariat avec le Dr Alfredo
Hernandez du Laboratoire de Traitement du Signal (LTSI) a Rennes a d’abord été rédigé par
les Dr Hernandez, Bernard et Gestreau, puis soumis avant mon arrivée a 1’Agence Nationale
de la Recherche. Ce projet intitulé¢ « Stimulation adaptative et personnalisée du nerf vague »
(AdaptVNS) a été financé et a donc débuté le 1 février 2018, date de démarrage de ma these
de Doctorat. L’objectif global de ces recherches auxquelles j’ai donc été associé était de
développer une nouvelle méthode de stimulation ¢€lectrique vagale dans le but d’étudier (et

potentiellement de contrecarrer) les mécanismes physiopathologiques impliqués dans
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’épilepsie, notamment ceux responsables de la mort soudaine inexpliquée liée a 1’épilepsie.
Comme je le détaillerai plus loin, I’idée principale était de réaliser a la fois de
I’enregistrement de 1’activité nerveuse et de la stimulation nerveuse vagale en boucle fermée a
I’aide de nouvelles électrodes biocompatibles (les électrodes organiques), dans le but de
développer un dispositif implantable permettant a la fois de recueillir des signaux
¢lectrophysiologiques (dont les paramétres cardiorespiratoires) et de délivrer des stimulations

adaptées et automatisées.

Avant de détailler les objectifs spécifiques de cette étude et surtout d’exposer
brievement le travail que j’ai réalisé dans le cadre de ce projet, je présenterai d’abord un court
¢tat de I’art qui permettra au lecteur de comprendre les questions abordées. Seule une partie
des objectifs initiaux ont été atteints. C’est la raison pour laquelle j’ai décidé de présenter
cette thématique dans ce chapitre annexe, c’est-a-dire en marge du travail principal exposé

dans mon manuscrit de thése.

II. Etat de ’art

A. Epilepsie et taux de mortalité anormalement élevé (SUDEP)

Dans les études de population sur 1'épilepsie, le rapport entre le nombre de déces
observés dans une population de patients épileptiques et le nombre de décés attendus, sur la
base des taux de mortalité par age et par sexe dans une population de référence (encore appelé
«ratio de mortalité standardisé »), varie de 1,6 a 5,3 par rapport a la population générale

(Tomson et al, 2008; Beghi 2020). La cause principale des taux élevés de mortalité chez ces

patients est la mort subite et inattendue liée a 1’épilepsie (de 1’ Anglais « sudden unexpected
death in epilepsy », SUDEP). La SUDEP est définie comme "le déces soudain, inattendu, non
traumatique et non li¢ a la noyade d'un individu épileptique, avec ou sans preuve de la

survenue d'une crise (a l'exclusion de la documentation de I'état épileptique) et ou 'autopsie
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ne révele pas de cause anatomique ou toxicologique du déces" (Tomson et al, 2008). La

SUDEP est la premicre cause de mortalité chez les patients souffrants d’épilepsie (Massey et

al, 2014) et la seconde si on prend en compte tous les troubles neurologiques, avec les

accidents vasculaires cérébraux comme premicre cause (Thurman et al, 2014). De nombreuses
¢tudes ont analysé les facteurs de risque et suggéré que dans la plupart des cas, les personnes

succombaient d’une SUDEP aprés une crise (pour revues : Tellez-Zenteno et al, 2005; Hitiris

et al, 2007; Nashef et al, 2007; Tomson et al, 2008; Beghi 2020). Cependant, un tiers des

SUDEP aurait lieu sans épisode visible d’épilepsie (Stecker et al, 2013).

B. Une défaillance des réseaux neuronaux du tronc cérébral a I’origine de
la SUDEP ?

Les principaux facteurs précipitants la SUDEP ont été liés aux mécanismes
physiopathologiques cardiorespiratoires, notamment l'apnée centrale ou obstructive et les

arythmies cardiaques (Nashef et Sander 1996; Nashef et al, 2007; Ryvlin et al, 2019). Chez

les patients souffrant d’une crise d’épilepsie, la plupart présentent de la tachycardie (rarement
de la bradycardie) ainsi qu’une dépression respiratoire (ou une activité tonique
diaphragmatique), mais ces parametres cardiorespiratoires reviennent a la normale aprés

I’épisode épileptique (Cole et al, 2013). Un travail récent mené par Aiba et Noebels (2015) a

montré que les crises d’épilepsie provoquées chez un modele murin de souris SUDEP (les
souris Kv1.1 KO) pouvaient déclencher une dépolarisation propagée (DP) du cortex jusqu’au
tronc cérébral, ces derniéres étant accompagnées d’une bradycardie, d’une bradypnée puis
d’un arrét complet de I’activité cardiorespiratoire. La dépolarisation propagée (DP) est un
phénomeéne pathologique auto-entretenu consistant en une vague de dépolarisation neuronale
faisant également intervenir les cellules gliales, associé a un exces de glutamate et potassium
extracellulaire. Les DP se propagent a une vitesse de 2 a 6 millimétres par minute et sont

observées lors de traumatismes cérébraux et certaines migraines (Pictrobon et Moskowitz
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2014). Ainsi, une vague de DP propagée du cortex au tronc cérébral lors de certaines crises
d’¢épilepsie serait la cause de 1’arrét cardiorespiratoire ou SUDEP. De plus, il est possible

d’évoquer les DP et de reproduire un arrét cardiorespiratoire chez la souris KO Kvl.1 en

injectant du KCI au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) (Aiba et Noebels 2015).

C. La stimulation nerveuse vagale : une méthode pour venir a bout de
I’épilepsie ?

La stimulation électrique du nerf vague (VNS) est une thérapie approuvée en clinique
pour traiter les patients €pileptiques qui ne peuvent recevoir de solution médicamenteuse ni

chirurgicale. De nos jours, plus de 85 000 patients souffrant d’épilepsie sont traité par VNS

(Panebianco et al. 2016). Certaines études suggerent que la VNS chronique diminue les

risques de mort soudaine inexpliquée liée a 1’épilepsie (SUDEP) en diminuant le nombre de

crises (Ben-Menachem 2002; Ryvlin et al, 2018; Wheless et al, 2018), mais potentiellement

aussi grace a certains effets protecteurs rapportés permettant de traiter aussi la dépression. En
effet, il a ét¢é montré que la VNS permettrait de désynchroniser les ondes
¢lectroencéphalographiques via une voie nerveuse impliquant le noyau du tractus solitaire et

la formation réticulée bulbaire (Shi et al, 2013). La VNS diminue la neurotransmission

excitatrice tout en augmentant la neurotransmission inhibitrice (Ben-Menachem et al, 1995),

augmente 1’afflux sanguin cérébral (Antony et al. 2019) et augmente la concentration corticale

de norépinéphrine et sérotonine (Manta et al, 2009; Grimonprez et al, 2015). Il existe

cependant d’autres études (bien moins nombreuses que les premieres) qui suggerent que la

VNS augmente le risque de SUDEP (Granbichler et al, 2015). Plusieurs raisons pourraient

expliquer cette discordance. Tout d’abord 1’épilepsie est une pathologie variable qui se
présente sous différentes formes et implique des régions cérébrales différentes avec une
sévérit¢ plus ou moins grande. Les cohortes de patients étudiées sont souvent peu

comparables, notamment parce que les facteurs de comorbidité différent. Enfin, il existe de
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nombreuses limitations liées a cette technique de VNS, dont I’absence de consensus
concernant les paramétres de stimulation ou le type d’¢lectrodes utilisées. En effet, bien que la
durée, I’amplitude et la fréquence des chocs électriques soient définies dans une gamme

donnée, au final les paramétres appliqués a un patient donné sont ajustés selon les sensations

rapportées par le patient (Wheless et al, 2018).

Le nerf vague étant un nerf multimodal comprenant plusieurs composantes motrices et

sensitives, les effets de la VNS aigue et chronique sont difficiles a étudier et sont encore mal

compris ; de plus les effets secondaires varient en fonction des patients (Byku et Mann 2016).
La VNS peut causer deux types d’effets secondaires : les effets précoces (période post-
opératoire) et tardifs (1 a 2 ans aprés le début du suivi clinique). Les effets précoces
concernent généralement les complications liées a 1’opération d’implantation telles qu’une
bradycardie et asystole pendant le test d’impédance (1 cas sur 1000), un hématome péri
trachéal, et des infections (~5% des cas), et des dommages au nerf vague causant des
symptomes transitoires comme la dysphagie, dyspnée ou paralysie des cordes vocales. Les
effets secondaires tardifs sont principalement causés par la stimulation chronique du nerf et se
caractérisent par des arythmies cardiaques, des dysfonctionnements de la musculature
laryngo-pharyngée (dysphagie, enrouement, dyspnée, toux), un développement d’apnée
obstructive du sommeil, des dommages aux cordes vocales ou paralysie dans ~2% des cas

(Tatum et al, 1999; Kalkanis et al, 2002; Smyth et al, 2003; Zalvan et al, 2003; Hatton et al,

2006; Rychlicki et al, 2006; Rijkers et al, 2008; Fahy 2010; Spuck et al, 2010; Tran et al

2011; Clark et al, 2012; Horowitz et al, 2013; Kahlow et Olivecrona 2013; Couch et al, 2016;

Revesz et al, 2016). Chez les enfants, la VNS peut augmenter la salivation et I’hyperactivité

(Helmers et al, 2001).

De ce fait, il est difficile de prodiguer une thérapie efficace tout en limitant les effets

secondaires et il serait donc utile et nécessaire de développer une méthode permettant
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d’optimiser les paramétres de VNS et si possible de maniere spécifique a chaque patient. En

ce sens, la stimulation en boucle fermée semble étre une approche adéquate.

Il semble cependant possible de modifier spécifiquement certains paramétres
cardiaques tels que la fréquence (chronotropisme), la force de contraction cardiaque
(inotropisme) et la vitesse de conduction de I’influx nerveux cardiaque (dromotropisme) en

fonction des choix des paramétres de VNS chez la chevre (Ojeda et al, 2016). Différentes

combinaisons de paramétres de VNS ont permis d’obtenir différents effets indiquant que la
stimulation pouvait étre sélective. Cette sélectivité pourrait dont limiter potentiellement les
effets indésirables provoqués par la VNS. En dépit de cette sélectivité, les mémes parameétres
de stimulation peuvent déclencher des effets changeants au cours du temps, ce qui suggere
qu’il serait bénéfique de pouvoir monitorer les réponses a la VNS en temps réel (nécessité

d’un feedback).

Une autre limitation de la VNS actuelle est la technologie avec laquelle elle est
appliquée. En effet, les €lectrodes utilisées sont généralement faites en silicone avec des sites
de contact en métal (le plus souvent en platine), et sont sous forme de spirale ou demi-

cylindre afin d’entourer et maintenir le nerf (Ben-Menachem et al, 2002; Stacey et Litt 2008;

Ottestad et Orlovich 2020). Une fois 1’¢électrode mise en place, les sites de contact métalliques

forment des anneaux autour du nerf, ce qui limite grandement la résolution spatiale car cette
disposition et cette technologie ne permettent pas de stimuler de maniere sélective les fibres
nerveuses, ¢tant donné¢ que le diametre du nerf entier est stimulé. De plus, le design de
I’¢lectrode est important a prendre en compte afin d’assurer I’intégrité du nerf stimulé. La ou
les électrodes en spirale peuvent s’adapter a la morphologie du nerf grace a leur structure en
hélice, les électrodes en demi-cylindre doivent correspondre parfaitement au nerf a cause de
leur structure semi-rigide et leur diametre fixe. En effet, des ¢€lectrodes trop serrées vont

provoquer des compressions du nerf et des €lectrodes trop larges auront de mauvais contacts.
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Bien que les électrodes en spirale semblent étre une meilleure solution, celles-ci impliquent
une pose chirurgicale plus délicate, augmentant les risques d’abimer le nerf. Réduire le

nombre de spirales permettrait de réduire les risques, mais cela impliquerait un maintien du

nerf moindre et un risque accru de détachement post-opératoire (Mackinnon et al, 1984;

Mortimer et Bhadra ; Giordano et al, 2017). Il s’avere donc nécessaire d’améliorer les
matériaux utilisés mais aussi le design et la méthode d’implantation autour du nerf afin de
mieux adapter les électrodes a la morphologie du nerf et éviter au maximum les effets

secondaires.

D. Les électrodes organiques, une technologie prometteuse pour la VNS ?

Une technologie récente d’électrode biocompatible a été développée et a fait ses

preuves en termes de qualité (Khodagholy et al, 2011; 2016). Ces ¢électrodes sont faites en

substrat biocompatible appelé¢ paryléne C, un polymeére organique. Ce polymere est
particulie¢rement flexible, ce qui permet une grande libert¢ d’approche morphologique

pouvant potentiellement faciliter les chirurgies d’implantation (Takeuchi et al, 2005; Rodger

et al, 2008). De plus, le parylene C a témoigné d’une importante biocompatibilité comparé a

d’autres polymeres biocompatibles utilisés en laboratoire, car il limite grandement la réaction
inflammatoire créée par I’implantation et la stimulation en aigu comme en chronique (Lee et

al, 2013). Les sites de contact de ces €lectrodes sont en or recouvert de polymeres conjugués,

c’est-a-dire des polymeres qui ont la particularité d’étre trés conducteurs. Ici, les polymeres
utilisés sont le poly(3,4-éthylénedioxythiophene) ou PEDOT et le poly(styréne sulfonate) ou
PSS, formant le PEDOT:PSS, qui est un polymere conjugué trés conducteur, chimiquement

stable et biocompatible (Khodagholy et al, 2011). Cette technologie d’¢lectrode présente des

sites de contact capable de stimuler mais aussi d’enregistrer de maniére efficace les neurones

(Williamson et al, 2015). Pour un méme volume, le PEDOT:PSS permet d’obtenir une

impédance bien plus faible que les €lectrodes en platine, améliorant ainsi le ratio signal sur
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bruit (Dijk et al, 2020). Ces caractéristiques avantageuses permettent d’espérer a une double

fonctionnalité simultanée, c’est-a-dire de stimuler le nerf vague tout en enregistrant son
activité, ce qui permettrait d’adapter la stimulation aux variations physiologiques spécifiques

a l'individu.

A Traitement du signal novateur et B Nouvelle technologie d’électrodes pour
méthodes de VNS en boucle fermée I"enregistrement et la stimulation

Figure Al : Présentation générale du projet AdaptVNS. (A) Différentes innovations
méthodologiques sur le traitement du signal et la modélisation doivent étre intégrées dans une
nouvelle application controlant la boucle fermée en temps réel, spécifique au patient. (B) Une
nouvelle technologie d’électrode doit étre testée en implantation aigue et chronique. (C)
L’idée principale est de développer un modulateur externe programmable capable de traiter
les signaux en boucle fermée. (D) Différentes expérimentations peuvent étre réalisées in situ
et in vivo afin de valider le systéme présenté et tester la possibilité¢ de prévenir la SUDEP via
la VNS en boucle fermée. VNS : Stimulation nerveuse vagale; ECG : électrocardiogramme;
ENG : électroneurogramme; RESP : signaux respiratoires.
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Ainsi, I’application d’une VNS automatisée patient-spécifique en boucle fermée
utilisant une nouvelle technologie d’électrode, ainsi qu’une meilleure compréhension des
parametres physiologiques qui sous-tendent les SUDEP, permettrait un meilleur traitement

des patients souffrant d’épilepsie réfractaire aux médicaments.

III. Objectifs du travail

A. Objectifs spécifiques du projet AdaptVNS

1) Proposer une nouvelle méthode de VNS en boucle fermée capable d'adapter les

parameétres de stimulation afin d'atteindre une cible physiologique spécifique (Figure A1-A).

2) Améliorer la technologie d'électrodes organiques afin de permettre un

enregistrement et une stimulation efficaces de 1'activité nerveuse (Figure A1-B).

3) Développer un prototype de systéme de neuromodulation adaptatif intégrant la VNS

en boucle fermée et 1a nouvelle technologie d'¢lectrodes (Figure A1-C).

4) Mettre en ceuvre des expériences in situ et in vivo afin d’évaluer les méthodes et
technologies proposées, et de tester leur application pour la prévention des SUDEP (Figure

A1-D).

B. Objectifs spécifiques de mon travail dans le cadre du projet

- Optimiser la fabrication et tester différents masques d’¢lectrodes organiques afin de
les adapter aux nerfs d’intérét (phrénique et vague),

- Réaliser des enregistrements des nerfs d’intérét avec ces ¢électrodes,

- Tester la capacité des €lectrodes a stimuler le nerf vague,

- Analyser les atteintes cardiorespiratoires causées par une crise ou dépolarisation

propagée induite chez un mode¢le murin de SUDEP (la souris Kv1.1 KO),
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- FEtudier les effets de la VNS sur les souris Kvl.1 KO a ’aide des électrodes

organiques.

Figure A2 : Représentation des électrodes organiques. (A) Vue schématique des 16
sites d’enregistrement (noir, 4 x 4) connectés aux cablages d’or (fuchsia). Les limites du
Parylene C (PaC) sont en violet et la fente d’insertion de la languette est en rouge. La
languette de PaC n’est pas entierement représentée et mesure 4,4 mm. (B) Vue agrandie du
carré pointillé bleu en A, représentant 4 sites d’enregistrement en or couverts de PEDOT:PSS
(20 x 20 um). Une notation matricielle de forme CiJ est utilisée afin d’identifier tous les
canaux en rangée i et colonne j. (C) Image d’une électrode organique complete disposée sur
un support en kapton (orange), avec les sites enroulés autour d’un cable de 250 pm de
diametre. (D) La référence en Ag/Cl disposée sous la cage thoracique de I’animal est
connectée au cable noir et le cable rouge représente la terre connectée a une cage de Faraday.
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IV. Résumé des résultats obtenus

A. Optimisation des électrodes organiques et enregistrement nerveux

Ce travail a fait I’objet d’une publication en 2021 que je signe en co-premier auteur et
d’un article actuellement soumis a l’international Engineering in Medicine and Biology

Conference (EMBC) que je signe en troisieme auteur.

L’optimisation des ¢électrodes organiques (OE) visait a :

- Disposer le maximum de sites d’enregistrement sur un cylindre correspondant a la
taille du nerf d’intérét chez le rat juvénile (P15-21) in situ,
- Trouver une méthode pour que 1’¢électrode reste attachée au nerf sans I’endommager.
Afin de multiplier les sites d’enregistrement et/ou de stimulation, une grille de 4 x 4
sites (plutot que des anneaux) a été développée. Ainsi, les €lectrodes sont composées de 16
sites de contact d’une taille de 20 um x 20 pm chacun, disposés en rectangles de 200 pm x
135 um (Figure A2-A). L’¢lectrode possede une languette permettant de s’attacher a elle-
méme autour du nerf grace a un trou de 100 pm x 680 pm situé a 300 pm du centre de la
grille des électrodes (Figure A2-AB). Le diametre maximal de 1’¢électrode une fois fermée est

de 250 pum (Figure A2-C), s’adaptant a la morphologie du nerf d’un rat juvénile (e.g. ~250

pm @ pour le nerf vague, Noller et al, 2019; ~150 um @ pour le nerf phrénique, Nair et al

2017b).

Les premiers tests effectués ont d’abord consist¢ a enregistrer le nerf phrénique,
facilement accessible in situ. Le nerf phrénique est composé de 30 a 45% de fibres afférentes

et de plus de 60% de fibres motrices innervant le diaphragme (Langford et Schmidt 1983). Un

double enregistrement (monopolaire) a ¢été effectué avec une électrode a succion (ES)
disposée a I’extrémité coupée du nerf phrénique et les électrodes organiques (OE) enroulées

autour de I’épineurium du nerf en son milieu. Ce dispositif a permis de comparer la qualité
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des enregistrements obtenus d’une part avec 1’¢lectrode a succion (ES), possédant un rapport
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Figure A3 : Exemples d’enregistrements de ’activité phrénique. (A) Signaux bruts captés
par 1’¢lectrode a succion (SSE, en haut) et par 6 sites d’une €lectrode organique (SOE) dont 3
montrent une activité respiratoire rythmique évidente et 3 n’ont pas d’activité apparente. (B)
Résultats du traitement des signaux recueillis en A. Les signaux entourés d’un rectangle
représentent la SSE. On remarque que le traitement du signal permet de faire ressortir une
activité respiratoire rythmique du signal SOE 4,3 et 4,4.
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sur bruit de grande qualité (activité qualifiée de « gold standard ») (Domacena et al, 2022), et

d’autre part avec les OE. Les signaux recueillis par les électrodes correspondaient donc a

I’activité inspiratoire en rampe caractéristique de la préparation perfusée in situ (Paton 1996;

Berge-Laval et Gestreau 2020).

La Figure A3 montre le résultat d’un enregistrement obtenu avec les OE et les ES. La
plupart des sites de I’OE ont permis d’obtenir une activité respiratoire phrénique visible, avec
un rapport signal sur bruit sensiblement inférieur a I’ES (6,78 vs 11 dB, pour le meilleur site

de I’OE vs I’ES respectivement).

Le traitement des données comprend une étape de réduction du bruit, de détection
d’enveloppe et de comparaison avec le signal ES. Une différence de capacité de détection du
signal a été observée en fonction du site de I’OE. Certains sites présentent une activité
phrénique claire, alors que d’autres ne semblent étre que du bruit de fond. Le traitement des
données a permis d’améliorer la qualité des signaux obtenus par I’OE par rapport aux signaux
bruts. Une activité inspiratoire a méme pu étre décelée sur un site ou a premiere vue le signal

brut semblait nul (Figure A3-B).

En conclusion, ce nouveau design de I’OE semble adapté a ’implantation aigué et a
I’enregistrement nerveux phrénique. La plupart des sites de I’OE ont permis de dériver
I’activité nerveuse inspiratoire. L’absence de signal sur certains sites peut étre expliquée par
un défaut de fabrication (différence d’impédance trop importante) ou par le faible contact
entre certains sites ’OE et le nerf, ’OE étant davantage adaptée au diameétre du nerf vague.
L’une des limiations de cette étude est 1’absence de calcul d’impédance. Une telle donnée
aurait pu expliquer la différence de signal inter-sites de I’OE car une plus haute impédance est
en principe associée a une plus faible capacité de détection. Aucune sélectivité spatiale n’a pu
étre détectée, e.g. les potentiels d’action globaux étaient identiques sur tous les sites. De plus,

les signaux recueillis sur chaque site ne présentaient aucune différence temporelle
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significative, y compris entre les sites disposés a la partie proximale sur nerf et ceux en
contact avec la partie distale (plus proche de I’ES). Ces limitations peuvent s’expliquer par le
faible diameétre du nerf phrénique ne pouvant discriminer le signal nerveux dans 1’espace, le

trop faible écartement entre les sites de I’OE (600 um pour les sites les plus ¢éloignés) et la

vitesse de propagation élevée de 1’influx nerveux moteur (55-60m.s™!, Fontanesi et al, 2019).
Par exemple, nous avons calculé que les sites devraient étre espacés d’environ 4600 um pour

observer une différence temporelle a une fréquence d’échantillonnage a 12 KHz.

Dans le travail présenté rapidement ci-dessus, les signaux ont été enregistrés en
configuration monopolaire. Cependant, dans une autre étude consistant en un raffinement des
méthodes de traitement du signal, nous avons pensé¢ qu’il était certainement possible
d’améliorer encore la qualité et la résolution de la détection par les OE. Ce travail
supplémentaire d’analyse des signaux a consisté a calculer et optimiser 1’activité captée par
deux ou trois sites d’enregistrement de I’OE. En tout, la configuration de ’OE a permis de
générer a posteriori et a partir des signaux bruts monopolaires 120 combinaisons de dipdles, et
1680 combinaisons tripdles différentes. Ce travail de traitement du signal a montré que la
configuration bipolaire et tripolaire semblait améliorer la qualité du signal, avec une
amélioration plus marquée pour la configuration tripolaire. En effet, en plus d’un meilleur
SNR post-filtration, la configuration tripolaire montre une amélioration significative de la
qualité du signal déja-préfiltré, contrairement a la configuration bipolaire. Cette configuration
ainsi que la technique de traitement proposé permettent donc de déceler une meilleure activité
nerveuse a partir des signaux recueillis.

Ce travail non illustré ici fait I’objet d’un article accepté pour publication (voir article
3).
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Figure A4 : Effet de la stimulation continue du nerf vague sur ’activité du nerf
phrénique. Le panel du haut représente 1’activité brute et intégrée du nerf phrénique (Phr). La
stimulation du nerf vague (I = 500 pAmp ; £ =20 Hz ; Pulse Width = 0,5ms ; durée = 10s)
provoque une apnée centrale ainsi qu’une bradycardie. La fleche représente un échappement
respiratoire pendant la stimulation vagale. La période ou la stimulation (Stim) est appliquée
est indiquée par des traits (« stim on », traits vers le haut ; « stim off », traits en bas). Le panel
du bas représente la variation de la fréquence cardiaque calculée & partir de
I’¢lectrocardiogramme (ECG).
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B. Stimulation du nerf vague avec les électrodes organiques

La capacité des électrodes organiques a stimuler les nerfs périphériques a été testée de
manicre treés préliminaire sur le nerf vague. En effet, nous devions réaliser en priorité les
expériences sur les souris KO Kvl.1 qui venaient d’arriver au laboratoire. Dans quelques
expériences, I’OE a donc été disposée autour du nerf vague de la méme maniére que dans
I’étude précédente sur le nerf phrénique. Différents paramétres de stimulation ont été
appliqués. Tout d’abord, une stimulation continue a été testée pendant 10 a 20 secondes, avec
une intensité (I) de 20 a 600 pA, une fréquence (f) de 20 a 500 Hz et durée de choc (ou pulse
width, PW) de 0,5 a 1 ms. Une apnée centrale initiale suivie d’un échappement respiratoire en
fin de stimulation ainsi qu’une bradycardie ont été¢ obtenues avec les paramétres suivants: [ =
500 pA; £ =20 Hz; PW = 0,5ms; t = 10s. (Figure A4). Ces résultats témoignant de

I’activation du réflexe d’Hering-Breuer sont en accord avec la littérature (Siniaia et al, 2000;

Vadhan et Tadi 2022).

Bien que ces résultats permettent d’attester que la stimulation du nerf vague par les OE
est efficace, les effets obtenus (apnée et bradycardie) ne sont pas souhaitables pour une
thérapie VNS. Nous avons donc testé 1’hypotheése que la VNS ¢épisodique par trains de
stimulation pouvait entrainer I’activité respiratoire. Pour cela, nous avons testé les parametres
de stimulation suivant: Tension (V) = 0,1 a 0,3 volts ; =10 a 30 Hz ; PW = 250 pus a I’aide
de trains de stimulation appliqués toutes les secondes (1 stim/1s) ou toutes les 2 secondes (1

stim/2s) sur une période allant de 50 a 100s.

Ce mode de stimulation a permis de révéler un couplage possible entre la fréquence

d’application des trains de VNS et I’activité respiratoire de type 1:1, 1:2 (Figure AS5) ou 1:3.

Cet effet rappelle celui décrit par Wang et collaborateurs (2005), ou la fréquence

respiratoire peut étre entrainée par la fréquence de la stimulation vagale, jusqu’a I’obtention
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Figure AS. Effet de la stimulation discontinue du nerf vague sur ’activité phrénique. Le
panel du haut représente 1’activité brute et intégrée du nerf phrénique (Phr). Le panel du bas
représente la stimulation (Stim) ou les traits noirs en haut indiquent le moment ou les trains de
stimulation sont appliqués. La stimulation du nerf vague (V = 0,1 volts ; f = 20 Hz ; Pulse
Width = 250 ps ; train = 0,1s ; durée = 90s) provoque une apnée transitoire lors des premiers
trains de stimulation, puis un entrainement respiratoire ou couplage de type 1:2 entre la
stimulation et I’activité respiratoire.
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d’une tachypnée. Bien que cela reste a prouver, il serait donc possible d’utiliser la VNS pour

accélérer le rythme respiratoire lorsque celui-ci serait perturbé par une crise d’épilepsie.

C. Expériences in situ chez la souris KO Kvl.1
a. Le modéle murin Kvl.1 KO
Le mode¢le animal utilisé pour ces expériences est la souris knock-out pour le géne

KCNAI1 codant pour le canal potassique Kv1.1, un modele murin d’épilepsie conduisant a la

SUDEP (Aiba et Noebels 2015). Le canal potassique Kvl.1 est fortement exprimé a la

membrane des neurones du systéme nerveux central et périphérique, des cellules cardiaques et
du muscle squelettique. Ces canaux sont sensibles a la 4-aminopyridine (4-AP), un

antagoniste connu pour induire des crises d’épilepsie (Browne et al. 1994; Scheffer et al,

1998; Gutman et al, 2005). Ils sont responsables d’un courant potassique sortant qui s’inactive

lentement et qui est impliqué dans la phase de repolarisation des neurones (Gonzalez et al,

2017). Ainsi, la délétion des canaux Kv1.1 chez la souris entraine une hyperexcitabilité¢ et un
phénotype épileptique. La souris Kvl.1 KO effectue des crises fréquentes conduisant a la
SUDEP (mort prématurée) entre 18 et 25 jours postnataux (P18-P25) dans 50% des cas

(Smart et al, 1998; Glasscock et al, 2010).

b. Objectifs des expériences in situ

Les objectifs des expériences réalisées chez la souris Kvl.1 KO in situ étaient de
provoquer la SUDEP expérimentalement grace a une injection de KClI dans le NTS, comme
I’avaient montré Aiba et Nobels (2015) dans leurs expériences in vivo. En effet, in vivo,
I’injection de KCI dans le NTS produit une DP qui aboutit a I’arrét cardiorespiratoire central

(Aiba et Noebels 2015). Ainsi, I’objectif était de déclencher une SUDEP in situ afin, dans un

premier temps, de détailler les mécanismes neuronaux impliqués dans D’arrét

cardiorespiratoire grace a des enregistrements extra-cellulaires de 1’activité des neurones
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respiratoires du NTS et de la colonne respiratoire ventrale (dont le pré-Botzinger complex). I1
s’agissait également d’enregistrer ’activité du nerf vague afin de déceler une éventuelle
bouffée nerveuse vagale associée a la SUDEP, sorte de signature vagale de la SUDEP,
suspectée d’étre transmise au coeur par le systeme parasympathique et susceptible de
provoquer une forte bradycardie, voire un arrét cardiaque. Dans un second temps, 1’idée était
de stimuler le nerf vague pendant la DP afin de vérifier I’hypothese selon laquelle la
VNS aigue pouvait stopper la SUDEP et/ou contrecarrer la bouffée nerveuse vagale

responsable de la bradycardie.
c¢. Préparation perfusée in situ chez la souris Kvl.1 KO

Ce modele expérimental a été décrit dans la partie principale du manuscrit de these. Ici,

+/+

nous avons utilisé¢ des souris Kv1.1 contrdle (") et KO (") obtenues grace a des couples de

souris hétérozygotes (Kv1.17/C3HeB/FeJ-Kcnal™!Tem; Smart et al. 1998) mis en

reproduction au CEFOS a la Timone. L’activité respiratoire a été enregistrée sur les nerfs
phrénique (Phr), vague (X) et hypoglosse (XII) via des électrodes a succion. L’activité
cardiaque et la pression artérielle ont été recueillies grace a un électrocardiogramme et a un
capteur de pression artérielle dispos¢ au niveau du cathéter aortique. Une électrode placée
dans le NTS intermédiaire a permis de délivrer du KCI grace a un nanoinjecteur. Une
¢lectrode permettant d’enregistrer les changements de potentiel (ou DC) a été¢ disposée a 1
mm du site d’injection de KCl dans le NTS et a environ 1mm de profondeur. D’aprés Aiba et
Noebels (2015) un shift négatif du DC d’environ -4mV est suffisant pour définir 1’apparition

d’une DP.

d. Résultats et interprétations des effets provoqués par I’injection de KCl in situ

In situ, I’'injection de KCI (50-200nl, 1M) dans le NTS a provoqué une apnée chez

tous les animaux testés (n=11) (Figure A6-A). Seulement 3 sur 11 ont présenté une apnée
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associée a la bradycardie. Cependant, aucune des souris testées n’a présenté¢ d’arrét

cardiorespiratoire
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Figure A6 : Effet de I’injection de KCIl dans le NTS d’une souris Kvl.1 KO in situ.
L’activité nerveuse phrénique (Phr), vague (X) et hypoglosse (XII) permet d’enregistrer
I’activité respiratoire centrale. A) Apnée induite par 1’injection de 100 nl de KCI dans le
noyau du tractus solitaire (NTS) sans provoquer de bradycardie, ni de variation du DC. B)
Apnée et bradycardie induites par I’injection de 100nl de KCl apreés qu’une hypoxie préalable
ait été déclenchée. Dans ces conditions on remarque la présence d’une activité tonique vagale
induite par le KCl pendant I’apnée. Cependant, aucune variation du DC n’est observée.
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terminal. De plus, aucune variation du DC pouvant témoigner d’une DP n’a été observée quel

que soit le génotype de la souris (WT, n=2 ; Het, n=3, ou KO, n=6).

L’injection de KCI a permis de provoquer une excitation neuronale en augmentant la
concentration extracellulaire de potassium. L’apnée induite résulte probablement de
I’activation des neurones du NTS impliquée dans le réflexe de Hering-Breuer (Siniaia et al,

2000; Vadhan et Tadi 2022) et/ou des neurones responsables de ’inhibition de 1’inspiration

lors de la déglutition (Sun et al, 2011). La stimulation directe par le Kcl des neurones de

second ordre du NTS impliqués dans le baroréflexe explique vraisemblablement 1’activation

parasympathique et donc la bradycardie (Lanfranchi et Somers 2002; Skrapari et al, 2006).
L’une des hypothéeses pouvant expliquer 1’absence de DP et d’arrét cardiorespiratoire serait un
effet neuroprotecteur de 1’oxygene spécifique a la préparation in situ. En effet, le LCRa
employé in situ est équilibré dans du carbogene lequel contient 95% d’oxygene et 5% de CO2.
Il en résulte probablement une hyperoxie in situ, tandis qu’une hypoxie tissulaire sévere
résulte obligatoirement de la dyspnée et de la bradycardie in vivo en I’absence de ventilation

artificielle (Aiba et Noebels 2015).

Afin de tester cette hypothese, ’oxygénation de la préparation a €té transitoirement
stoppée afin de dé-saturer le LCRa puis une latence de Imin30 a été respectée avant d’injecter
le KCl dans le NTS. Dans ces conditions, I’injection de KCL a provoqué 1) une augmentation
de la durée de I’apnée de 1120 % par rapport a la condition controle et 2) une bradycardie
sévere. En dépit de ces effets cardiorespiratoires, aucun arrét définitif de I’activité respiratoire
ou cardiaque n’a été observé. De méme, aucun shift significatif du DC n’a pu étre déclenché
(Figure A6-B). En conclusion, le mode¢le in situ ne semblait pas approprié pour provoquer

une DP et une SUDEP.

L’un des écueils les plus importants de ce projet concerne l’adaptation de la

préparation perfusée in situ sur ce modele murin. En effet, sur 95 expériences réalisées in situ,
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seules 11 ont donné des résultats exploitables, dont 3 souris KO Kv1.1, 7 souris hétérozygotes
(Het) et 1 souris sauvage. Lorsque nous commencions a mieux maitriser les parametres
d’initiation et de maintien d’une activité respiratoire stable chez ces souris, le confinement a
¢té annoncé et nous avons dii stopper temporairement nos expériences (voir plus bas). Nous
avons €mis I’hypothése que les difficultés rencontrées sur les souris KV1.1 pouvaient
provenir du fond génétique de ces souris, plus fragile qu’un autre. Nous avons donc testé un
autre fond génétique (C57BL/6J) déja utilisé au laboratoire avec succes par le passé (e.g.

Wang et al, 2013; Bavliss et al, 2015) et en effet, I’initiation de la préparation in situ s’est

avérée beaucoup plus facile.

e. Déclenchement d’une d’épilepsie in vivo

Nous avons vérifié sur quelques souris Kvl.1 KO en condition in vivo (n=3) que
I’application de 4-AP (100mM) sur le cortex permettait bien de déclencher une crise
d’épilepsie et la SUDEP. Dans ces expériences décrites brievement ici, les souris étaient
anesthésiées par un mélange de kétamine 100mg/kg et de xylazine 10mg/kg et la téte fixée
dans un cadre stéréotaxique. Une canule trachéale a été posée et une sonde rectale reliée a un
systeme de tapis chauffant afin de maintenir la température corporelle. La respiration était
enregistrée a 1’aide d’un électromyogramme des muscles intercostaux externes (EMG
thoracique). L’activité vagale était recueillie au moyen d’une €lectrode bipolaire placée autour
du nerf et isolée par de la vaseline et du parafilm. L’ECG était dérivé du signal EMG
thoracique. Apres une craniotomie pariétale gauche, un électroencéphalogramme (EEG)
cortical était enregistré a 1’aide d’une électrode plate (0.5mm diameétre) en argent chloruré
disposée entre le cortex et le crane. Un coton imbibé de 4-AP (100mM) a été appliqué via un

trou de craniotomie au-dessus du cortex droit. Aucune ¢électrode de DC n’a été implantée.

Chez un animal, nous avons pu observer une crise d’épilepsie environ 1000 secondes

apres I’application de 4-AP. Pendant la crise, une augmentation de la fréquence cardiaque
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ainsi qu’une augmentation de 1’activité vagale et respiratoire ont été¢ observées. De plus, un

arrét
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Figure A7 : Effet de la 4-aminopyridine sur le cortex d’une souris Kv1.1 KO in vivo. Les
tracés illustrent D’activité électroencéphalographique corticale (EEG), I’activité nerveuse
vagale (X), I’activité respiratoire (€lectromyogramme ou EMG intercostal) et la fréquence
cardiaque dérivée de I’électrocardiogramme (ECG). L’administration de 4-aminopyridine
(fleche noire) provoque une bradycardie initiale suivie d’une crise d’épilepsie (I’astérisque
indique le début de la crise visible sur ’EEG). Lorsque la crise progresse I’activité cardiaque
ré-augmente transitoirement puis s’effondre a nouveau. Les portions de tracés encadrées
représentent un grossissement des zones concernées. On note que la crise se termine par un
arrét cardiorespiratoire fatal chez cet animal (encadrés de droite).
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cardiorespiratoire est apparu environ 1500 secondes apres le début de cette crise soutenue
(Figure A7). Ces expériences préliminaires nous ont permis de reproduire les résultats d’Aiba

et Noebels (2015) et de vérifier la faisabilité et la validité du modéle in vivo.

Hélas, la crise sanitaire de 2020 nous a obligés a limiter drastiquement notre élevage
au CEFOS. Nous n’avons pu garder que deux cages dans lesquelles 2 males et 4 femelles ont
été placés séparément pendant toute la durée du confinement. Or ces animaux n’ont pas pu
permettre de relancer 1’élevage a la sortie du confinement et nous avons donc perdu I’élevage

entier de souris Kv1.1 ce qui a mis un terme aux expérimentations sur ce modele de SUDEP.

D. Conclusions

En travaillant sur ce sujet, j’ai eu I’opportunité de développer mes connaissances dans
le domaine de la recherche liée a I’épilepsie dont les applications de la VNS, mais aussi dans
I’étude et la confection des électrodes organiques, grace a une collaboration étroite avec
I’Ecole des Mines de Saint-Etienne a Gardanne (Campus Georges Charpak Provence). Bien
qu’ayant rencontré différents écueils, dont des problémes de fabrication d’électrodes, des
problémes expérimentaux importants, un retard lié a la crise sanitaire et au déménagement des
postes expérimentaux de la Faculté Nord a ’'INMED a Luminy, il a ét¢é quand méme possible

de valoriser certains résultats obtenus dans cette thématique.
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Abstract: Pharmacological neuromodulation of swallowing may represent a promising therapeutic option
to treat dysphagia. Previous studies suggested a serotonergic control of swallowing, but mechanisms
remain poorly understood. Here, we investigated the effects of the serotonergic agonist quipazine
on swallowing, using the arterially perfused working heart-brainstem (in situ) preparation in rats.
Systemic injection of quipazine produced single swallows with motor patterns and swallow-breathing
coordination similar to spontaneous swallows, and increased swallow rate with moderate changes
in cardiorespiratory functions. Methysergide, a 5-HT2 receptor antagonist, blocked the excitatory
effect of quipazine on swallowing, but had no effect on spontaneous swallow rate. Microinjections
of quipazine in the nucleus of the solitary tract were without effect. In contrast, similar injections
in caudal medullary raphe nuclei increased swallow rate without changes in cardiorespiratory
parameters. Thus, quipazine may exert an excitatory effect on raphe neurons via stimulation of
5-HT2A receptors, leading to increased excitability of the swallowing network. In conclusion,
we suggest that pharmacological stimulation of swallowing by quipazine in situ represents a valuable
model for experimental studies. This work paves the way for future investigations on brainstem
serotonergic modulation, and further identification of neural populations and mechanisms involved
in swallowing and/or swallow-breathing interaction.

Keywords: swallow; breathing; central pattern generators; serotonin; neuromodulation

1. Introduction

Despite extensive experimental and clinical studies, swallowing remains one of the most
important and least appreciated functions [1]. Dysfunctions in the brainstem’s swallowing central
pattern generator (swCPG) and other medullary or supra-medullary structures may be an important
causal factor of oropharyngeal dysphagia, a severe disease whose neural pathophysiology remains
poorly understood [2—4].

Neurophysiological investigations have identified the nucleus of the solitary tract (NTS) as a key
brainstem structure responsible for the pharyngeal phase of swallowing [5,6], but the exact location
of the swCPG is still controversial. In addition, the precise neural mechanisms operated by the
swCPG are obscure, and the interactions between the central pattern generator for breathing (rCPG)
and the swCPG are not fully characterized [7,8]. This lack of knowledge may be explained by the
complexity of brainstem circuitry, the paucity of information on the phenotypes of the swCPG neurons
and their mechanisms of neuromodulation. Furthermore, the experimental protocols and/or animal
models required to study swallowing and swallow-breathing coordination are generally complex,
time-consuming and expensive [8-11].
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In some investigations, the arterially perfused working heart-brainstem (in situ) preparation
has been used as an advantageous experimental model to study swallowing and record brainstem
neuronal activity [12-15]. However, few spontaneous swallows occurred in situ [16], and several
methods were used to evoke swallowing, such as mechanical stimulation of the pharyngeal cavity [15],
manual injection of water into the oral cavity [17] and electrical stimulation of the superior laryngeal
nerves [13,14]. To our knowledge, a pharmacological method to enhance swallowing over a long
period has not been tested in situ.

Previous in vivo studies identified a precise region in the nucleus of the solitary tract (NTS)
where injection of glutamate or glutamatergic agonists acting on N-Methyl-D-Aspartate (NMDA)
or non-NMDA receptors (kainate or quisqualate) strongly elicited rhythmic swallows and central
apnea [6,18]. This region, also called the “trigger zone” for swallowing, is thought to correspond
with glutamatergic terminals from upper airway afferent fibers, forming synapses onto swCPG
interneurons [6]. Elicitation of swallowing was also observed after peripheral or central injection
of serotonergic agonists [5,19]. Interestingly, compounds such as quipazine (QPZ), a serotonergic
agonist with main affinity and selectivity for 5-HT2A receptors, have been suggested to exert a central
stimulatory effect at the NTS level [5]. Contrary to glutamate effects, QPZ injection in vivo produced
single or “isolated” swallows and increased the swallow rate over a long period [5,19], which represents
an optimal condition to study swallow-breathing interaction, and a good alternative method to evoke
swallowing [8]. In agreement with the role of bulbar serotonergic control of swallowing [5], mice with
central 5-HT deficiency had lower swallow rates than control animals [20]. However, inhibitory effects
of serotonergic agonists on swallowing, including QPZ, have also been reported [21,22]. Thus, previous
in vivo experiments on serotonergic control of swallowing have led to conflicting data. These opposite
effects have been interpreted as resulting from differences in drug concentration and protocols of
anesthesia between studies [19].

We hypothesized that QPZ at a dose similar to that used in vivo [5] may stimulate swallowing in
the arterially perfused working heart-brainstem preparation of an adult rat (an in situ preparation)
which requires no anesthesia [15,23]. The aims of our study were (1) to investigate the effects of QPZ
on swallowing and breathing in situ, (2) to compare swallowing motor patterns and swallow-breathing
phase relationship between spontaneous and QPZ-induced swallows, and (3) to identify brainstem
nuclei mediating the stimulatory effect of QPZ on swallowing. Identifying both the neural structures
and neurotransmitters (or neuromodulators) involved in swallowing represents one of the challenges
to better understand this important function, and to find therapeutic strategies for patients suffering
from swallowing disorders [1-3,24-26].

2. Results

2.1. Systemic QPZ Effects on Cardiorespiratory Parameters

Mean group data showed that systemic injection of QPZ (1.5 pM/kg) significantly increased
respiratory frequency (Rf) (23 £ 9 vs. 30 + 17 cycles/min, in control vs. QPZ groups, respectively;
p < 0.05; Table S1). This effect was not consistent across the preparations since no obvious change (4/16)
or decrease in Rf (4/16) was also detected. Changes in Rf were observed 108 + 36 sec after the injection
and lasted for about 18 min (Table S1). The mean increase in Rf was associated with non-significant
decreases in both inspiratory and expiratory durations compared to control values (0.78 + 0.32 vs.
0.76 + 0.25 sec for inspiration, p = 0.72, and 1.98 + 0.9 vs. 1.74 + 0.99 for expiration, p = 0.48; Table S2).
Systemic QPZ significantly increased blood pressure (BP) by 25% + 12% (87 + 43 vs. 109 + 61 mmHg
in control vs. QPZ groups, respectively; p < 0.001; Table S3). This hypertensive effect was consistent
across the preparations, detected 69 + 27 sec after injection, and lasted up to 30 min post-injection.
Systemic QPZ injection had no effect on heart rate (345 + 51 vs. 341 + 45 bpm in control vs. QPZ
groups, respectively; p = 0.73; Table S4).
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2.2. Characterization of Swallows

All rats analyzed in this study had eupneic patterns of breathing at the start of recordings and
displayed spontaneous swallows over the entire 15 min control period (Figure 1). These spontaneous
events were always isolated within the respiratory cycle, i.e., a single swallow occurred per respiratory
cycle (Figure 1A). They were characterized by typical swallowing-related bursts on hypoglossal (XII)
and vagal (X) nerves associated with no (or very small) phrenic activity (Figure 1). Swallowing was
consistently observed after systemic QPZ injection at a final concentration of 1.5 uM/kg in the artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) (Figure 1B). Similarly to spontaneous events, all swallows elicited after
injection of QPZ were isolated.
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Figure 1. Patterns of breathing and swallowing in situ. Representative traces showing raw and
integrated nerve activities during breathing and swallowing in control condition (Control) (A) and after
systemic quipazine (QPZ; 1.5 uM/kg in aCSF) (B). In both cases, single swallows were observed, and two
types of swallow were identified. Swallows were characterized by concomitant vagal (X, solid arrow)
and hypoglossal (XII, open arrow) bursts, occurring either in early expiration (post-inspiratory swallows,
Post-I Sw) or later in expiration (Exp Sw). Enlarged views of single Post-I and Exp Sw in control
and QPZ conditions (C). Note that Exp Sw were always preceded and followed by central expiration.
Averaged envelopes computed from integrated X and XII nerve activities during Exp Sw (n = 5) in
control and QPZ conditions in the same preparation (D). Swallowing-related bursts had similar motor
patterns and delays between the starts of the XII and X bursts across conditions. This physiological
delay reflects the normal sequence of the pharyngeal phase of swallowing. PHR: phrenic nerve activity.
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In both control and QPZ conditions, two types of swallows were distinguished according to
their timing of initiation within the central respiratory cycle. Swallows occurring during the first
20% of the normalized duration of the expiratory phase, i.e., during post-inspiration, were referred
to as post-inspiratory swallows (Post-I Sw) (Figure 1A-C). Swallows occurring later in expiration
were referred to as expiratory swallows (or Exp Sw) (Figure 1A-D). Swallow duration did not differ
between control and QPZ conditions (0.53 + 0.11 vs. 0.52 + 0.14, respectively, p = 0.43, Table S5).
More detailed comparisons of duration, amplitude and area under the curve (AUC) of hypoglossal (XII)
and vagal (X) swallowing-related bursts, and delays between the starts of XII and X bursts (Figure 1D),
were made across conditions. All parameters did not significantly change between the two groups
(Figure S1; Table 1 and Table S5). Therefore, swallows elicited by QPZ had similar motor patterns to
spontaneous swallows.

Table 1. Quantification of swallowing-related bursts.

Hypoglossal Nerve Vagus Nerve
Control QPzZ Control QPZ
Normalized Amplitude (%) 100 101 £19 100 97 +£9 ns
Normalized area under the curve (%) 100 107 £ 19 100 98 + 13 ns
Duration (s) 056+012 051+014 043+0.08 043+0.06 ns

Data are expressed as mean + SD, ns: not significant, Wilcoxon matched-pairs signed rank test or paired t-test for
nonparametric or parametric data, respectively.

2.3. Systemic QPZ Increased Swallow Rate

Spontaneous swallows were observed at slow rate (0.5 + 0.4 sw/min) without significant changes
over the 15 min control period (Figure 2, Table S6). Swallow rate (SR) was significantly increased
105 + 28 sec after QPZ injection, with a peak effect around 5-6 min following drug injection (Figure 2A,
Table S6). This increase lasted for 15 min, and the mean SR over this period was 2.3 + 0.8 sw/min
(p < 0.001; Table S6). The magnitude of increase in SR was variable across the preparations, as reflected
by standard deviation values in Figure 2A. This was also revealed in the individual (range 1.1 to 28) or
averaged (8.5 + 7.6) means ratio, another index of the magnitude of change in SR across conditions
(Table S7). We further determined if this variability of responses to QPZ could be attributable to
changes in Rf and/or BP measured in the same preparations. This was not the case, as revealed by
the lack of significant correlation between the magnitude of increase in SR and changes in either Rf
(r =0.358; p = 0.20) or BP (r = 0.519; p = 0.06; Table S7). In other experiments (n = 5), spontaneous
swallows were first recorded for 15 min (control period), then QPZ (1.5 uM/kg) was added to aCSF
and SR was measured for 5 min. Finally, the 5-HT2 receptor antagonist methysergide (Methy, 1 pM/kg)
was also added to aCSF and SR was measured for 15 additional min. Multiple comparisons showed a
significant difference between the three conditions (p < 0.05; Figure 2B; Table S8). A significant increase
in SR was found in preparations injected with QPZ alone (p < 0.05 for both comparisons), whereas
SR did not change between control and Methy conditions (p = 0.99; Figure 2B; Table S8). Therefore,
the stimulatory effect seen with QPZ alone was reversed by methysergide. In three additional rats,
SR was measured for 15 min before and after injection of Methy alone (1uM/kg). Results revealed
that the 5-HT2 receptor antagonist methysergide per se had no effect on swallowing (0.79 + 0.34 vs.
0.66 + 0.29 sw/min in control and drug conditions. respectively; p = 0.51; Table S9).
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Figure 2. Effect of systemic quipazine (QPZ, 1.5 uM/kg) on swallowing, and its blockade by methysergide
(Methy, 1uM/kg). Integrated nerve activities in the same preparation during control and QPZ conditions,
showing a drug-induced increase in swallowing (A). Swallows were identified by hypoglossal (XII,
open arrow) and vagal (X, solid arrow) bursts. Changes in swallow rate, expressed as swallows per
min (sw/min) per 5 min intervals, 15 min before (control) and 20 min after QPZ injection (arrow) (B).
Comparisons of values with a Kruskal-Wallis test indicated the significant effect of QPZ (p < 0.001).
Post-hoc tests revealed no change in swallow rate over the 15 min control period (p = 0.43), and a
significant increase in swallow rate for 15 min after drug injection compared to control values
(***, p < 0.001 for all comparisons). Methysergide reversed the excitatory effect of QPZ on swallowing
(C). Boxplots representing swallow rates measured for 15 min in control conditions, for 5 min after
systemic QPZ injection, and for 15 min after adding Methy into aCSE. A one-way ANOVA showed
a significant difference across conditions (F = 22.9, p < 0.01). Swallow rate after QPZ injection was
significantly increased compared to both control and Methy conditions (*, p < 0.05). Swallow rate
measured after Methy injection did not differ from control values (p = 0.87, ns: not significant).

2.4. Analyses of Swallow-Breathing Coordination and Effect of Swallowing on Central Respiration

Analyses of the phase-relationship between swallowing and breathing were performed using
single spontaneous swallows (n = 182) and QPZ-induced swallows (n = 229) (Figure 3A). In both
cases, no swallowing occurred during central inspiration. Most of the swallows (~85%) corresponded
to Post-I Sw; Exp Sw were also observed (Figure 3A). Of note, none of the Exp Sw occurred at the
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expiratory to inspiratory phase transition, as attested by the lack of events in the last percentile
(81%—-100%) of the normalized expiratory phase duration of the swallow-breathing cycle (Figure 3A).
Thus, each Exp Sw was preceded and followed by expiration, as shown in the electrophysiological
traces (Figure 1A-D). Distribution of Post-I and Exp Sw within the respiratory cycle did not change
across conditions (X2 (1) = 0.79, p = 0.38). In vivo, Post-I Sw prematurely terminated the preceding
phrenic burst without affecting the central expiratory phase, whereas Exp Sw prolonged expiration
without affecting the central inspiratory phase [8,27]. To perform similar analyses of the relationship
between swallowing and central respiration in situ, we measured the effects of Post-I and Exp Sw on
the inspiratory and expiratory phases of swallow-breathing cycles across conditions. Contrary to the
studies mentioned above, Post-I1 or Exp Sw did not significantly change the duration of inspiration or
expiration in situ, whether the swallows were spontaneous or induced by QPZ (Figure 3B).
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Figure 3. Analyses of swallow-breathing relationship. Occurrence of single swallows within the
normalized swallow-breathing cycle in control and quipazine (1.5 uM/kg) groups (A). Histograms
represent the percentage of swallows observed within the inspiratory and expiratory phases of the
swallow-breathing cycles. The black line corresponds to the averaged integrated phrenic activity
during fictive breathing and thus delineate the central inspiratory phase. Note that all of the swallows
occurred in expiration, most of them being observed in post-inspiration (blue symbols). Effects of
swallowing on central breathing (B). For both post-inspiratory (Post-I Sw) and expiratory (Exp Sw,
red symbols) swallows (numbers indicated in boxes), duration of inspiration and expiration of the
swallow-breathing cycle was normalized and compared to control breathing cycles. There was no
significant change in inspiration or expiration phase duration induced by Post-I or Exp swallows in
either control (upper panels) or quipazine (lower panels) conditions.
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2.5. Effects of Central Drug Injections on Swallowing

Microinjection experiments first targeted the NTS (1 = 6), a key structure involved in swallowing
which also has a likely role in mediating the effects of serotonin [5,19]. To identify the swallowing
trigger zone within the NTS, N-Methyl D Aspartate (NMDA, 1 mMol, 10-50 nL) was first injected
(Figure 4). Then, the pipette containing the drug was removed and NMDA was replaced by QPZ
(3mM, 50-200nL). After repositioning of the pipette at the same coordinates, QPZ was injected into
the NTS (n = 6; Figure 4A). All NMDA microinjections resulted in repetitive swallows and central
apnea (Figure 4B). In contrast, no swallow could be observed when QPZ was microinjected in the NTS
swallowing trigger zone. This remained true even after repeated injections (two times) of the highest
volume (200 nL) a minute apart, or after increasing drug concentration to 5 mM.
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Figure 4. Effects of central drug microinjections in the nucleus of the solitary tract (NTS) on swallowing.
Sites of drug injection within the NTS (A). Microinjection of N-Methyl-D-Aspartate (NMDA, 1 mMol,
10-50 nL) in the NTS (green triangles) elicited swallowing, whereas quipazine (QPZ 3 mM, 50-200 nL)
injected at the same sites did not. Representative traces of vagal (X) and hypoglossal (XII) nerve
discharges after NMDA injection in NTS (open arrow) showing repetitive swallows (solid arrows
pointing to the X burst) and central apnea (B). DMV, dorsal motor nucleus of the vagus nerve; AP,
area postrema; nXII, motor nucleus of the hypoglossal nerve.

In other experiments, QPZ (3mM, 50-100 nL) was microinjected in the medullary raphe nuclei
in order to map its effects on swallowing (Figure 5). This structure was chosen because it contains
serotonergic neurons as well as non-serotonergic neurons, harboring 5SHT2A receptors and innervating
numerous medullary nuclei, including the NTS [28]. Overall, 118 injections were made at 18 different
sites in the caudal part of raphe nuclei (n = 15). The mean number of tracks was 3 + 1, and the mean
number of injections per track was also 3 + 1 per preparation. These microinjections produced either
no change (n = 86) or an increase (1 = 32) in SR compared to control conditions (Table 2).
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Figure 5. Effects of quipazine microinjections in the medullary raphe nuclei on swallowing. Example
of swallows (black arrows) elicited after QPZ injection (open arrow) in the caudal medullary raphe
(+1.5 mm from obex, —1.75 mm below the surface) (A). Schematic representation of the raphe medullary
nuclei, and the 18 sites tested in 15 preparations to map the effects of QPZ on swallowing (B). Sites are
represented as pie charts with different sizes, according to the total number of injections made in
different preparations (small, medium and big sizes corresponding to 1-2, 3-7 and 8-14 injections,
respectively), and different colors depending on the effect of QPZ (white: no change; black: increase
in swallow rate). Mixed color pie charts indicate sites where QPZ produced both effects and display
percentages of the observed effects. Note that 3 adjacent sites were identified in caudal parts of the
raphe pallidus and obscurus where 50% or more of the tested injections elicited an increase in swallow
rate. Swallow rates in control conditions and after successful QPZ injections in the raphe nuclei (C).
Note that QPZ significantly increased the swallow rate compared to control values (***, p < 0.001). ROb,
RPa and RMg: raphe obscurus, pallidus and magnus, respectively.

Table 2. Number of injections per site and effects of quipazine on swallowing after drug microinjection
in the medullary raphe nuclei.

Obex (mm)

Depth (mm) +1 +1.5 +2 +2.5 +3
1.25 (6) 3(11) (11) 1) )
1.75 7) 9 (5) 5 (9) 1) 2
2.25 (7) 8 (6) 6 (6) 1) (1)
2.75 — — 1(8) 1) 1)

Numbers indicated in parenthesis or in bold represent injections associated with no effect or an increase in swallow
rate, respectively.
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Similarly to systemic QPZ experiments, all swallows observed after QPZ microinjections in raphe
nuclei were isolated (Figure 5A). To evaluate the effects of these microinjections on SR (and the latency
to the first swallow), we used two different methods. First, regardless of the injection site, all successful
injections leading to an increase in SR in a single preparation (range 1-4) were used to measure the
mean SR per rat. Averaged QPZ group values revealed a significant increase in SR compared to
control values (0.8 £ 0.7 vs. 2.2 + 0.5, p < 0.001, in control vs. QPZ conditions, respectively; Figure 5C;
Table S10). SR was significantly increased for the first minute post-injection, but not over the 5 min
post-injection period, compared to the control. The mean latency to the first swallow was 14 + 11 s
(Table 510). Then, we further analyzed the effects of QPZ on swallowing per site of injection. To do so,
we counted the total number of injections made at a given site in our different rats and determined the
number of successful (and unsuccessful) injections (Table 2).

A map representing the 18 sites of injections and the different effects of QPZ observed at each site
is illustrated in Figure 5B. In most sites (12/18), QPZ injections did not change SR. However, successful
injections were observed at six adjacent sites within the caudal aspect of the raphe nuclei encompassing
the raphe pallidus and raphe obscurus. Consistent data were particularly obtained at three sites,
where more than eight injections were made and 50% of them (or more) resulted in an increase in SR.

Table 3 reports the mean SR measured after QPZ injection at these sites. With this method of
evaluation, SR at each of the three sites varied from 2.3 to 3.0 swallows per min, and group values
showed a significant increase in SR at one minute, but not over the entire 5 min post-injection period
(Table 3). Of note, the systemic or central route of QPZ injection resulted in similar SR (2.3 + 0.8 vs.
2.7 + 0.4 sw/min, respectively, p = 0.19), although the systemic route produced longer effects than the
central route. The latency of the first swallow found with this method was 9.1 + 3.9 sec. Interestingly,
QPZ microinjections in the medullary raphe nuclei had no effect on Rf (30 + 10 vs 30 + 8 cycles/min,
in control vs. QPZ groups, respectively; p = 0.34) or on BP (78 + 23 mmHg for both groups).

Table 3. Changes in swallow rate (SR) after microinjections of quipazine (QPZ) at the most successful
sites in raphe nuclei. SR was measured for 5 min in control, and for 1 and 5 min after QPZ injection.

Successful Sites (mm) Swallow Rate (sw/min)

From Obex Depth Control QPZ 0-1min  QPZ 0-5 min Latency
+1.5 -1.75 0.8 29 2.0 7.8
+1.5 -2.25 0.8 3.0 2.1 6.0

+2 -2.25 1.4 2.3 2.0 134
Mean + SD 1.0+ 0.3 27+04 22+0.1 9.1+39

3. Discussion

This study demonstrated that the serotonergic agonist QPZ enhanced swallowing in situ.
Furthermore, injection of the 5-HT2 receptor antagonist methysergide prevented the stimulatory
effect of QPZ on swallowing but was without effect on spontaneous swallows. Both spontaneous
and QPZ-induced swallows were isolated and displayed similar motor patterns and relationships
with central breathing. Contrary to the effects of NMDA, microinjection of QPZ in the NTS did not
enhance swallowing. By contrast, microinjection of QPZ in the medullary raphe nuclei increased
SR. Thus, we concluded that pharmacological stimulation of swallowing by QPZ in situ represents a
useful model to further study the core circuitry of the swCPG, mechanisms of neuromodulation of
swallowing, and swallow-breathing interactions.

3.1. Distribution of Serotonergic Receptors in Brainstem Respiratory and Swallowing Networks

Serotonin 5-hydroxytryptamine (5-HT) is a widespread monoaminergic neurotransmitter in the
brain, and brainstem raphe nuclei represent the main source of 5-HT innervation to the brain and
spinal cord. A large variety of 5-HT receptor (5-HTR) subtypes, ranging from 5-HTR1 to 5-HTR7,
contribute to the neuromodulatory effects of 5-HT. Many structures belonging to the respiratory and
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swallowing networks receive dense 5-HT projections [29-34] and express a majority of 5-HTR1 and
5-HTR2, although other types of receptors have been described. For example, the NTS contains
neurons expressing 5-HTR1a, 5-HTR1b, 5-HTR2a, 5-HTR2c [28,35,36], 5-HTR3 [37], 5-HTR4 [38]
and 5-HTRY receptor subtypes [39]. Axonal labeling has also been observed, notably in the solitary
tract [40]. In the ventral medulla, neurons of the pre-Bétzinger complex express 5-HTR1a, 5-HTR2a and
5-HTR4a receptors [41-43]. In the dorsolateral pons, parabrachial neurons express 5-HTR1a, 5-HTR2a,
5-HTR2c and 5-HTR3 receptors [44]. In addition, cranial and spinal motor nuclei involved in breathing
and/or swallowing harbor dense 5-HT axon terminals. Hypoglossal motoneurons express 5-HTR1a,
5-HTR1b and 5-HTR?2a receptors [45]. These receptors are also retrieved in the nucleus ambiguus,
where laryngeal and pharyngeal motoneurons are located [45-47]. Phrenic motoneurons are known to
express multiple serotonergic receptors, including 5-HTR1b, 5-HTR2a and 5-HTR2c [48]. Therefore,
such a large number of structures expressing a diversity of 5-HTR subtypes likely mediate multiple
functional effects induced by 5-HT or serotonergic mimetics such as QPZ.

3.2. Specificity and Functional Effects of Quipazine

Quipazine is a predominantly 5-HTR2a agonist [49-51], and it may have a potential agonist activity
at 5-HTR1b [52-54]. Quipazine also acts as a potent antagonist at peripheral 5-HT3 receptors [49,55,56].
Interestingly, 5-HT2a receptor stimulation by QPZ has been used to induce motor activity and promote
recovery of function after spinal cord injury in rodents [57,58]. Quipazine also promotes fictive
locomotion via stimulation of 5-HT2a receptors on in vitro spinal cord preparations from newborn
rats [59]. At a cellular level, QPZ excites both interneurons and motoneurons of the spinal locomotor
networks through S5SHTR2a stimulation [60,61]. Of note, reports in rodents suggested that QPZ has
no affinity for 5SHTR1a autoreceptors which are classically coupled to inhibitory G proteins [51,59,61].
Thus, it is reasonable to assume that elicitation of fictive swallowing after systemic QPZ injection in
situ was mainly achieved via 5-HTR2a stimulation at the central level. The blockade of this stimulatory
effect by the 5-HTR?2 antagonist methysergide is in agreement with this assumption.

Numerous experiments demonstrated an important role for the SHTR2a in central respiratory
control [62-66] and cardiovascular regulation [47,67,68], in accordance with a moderate to strong
somatodendritic 5-HTR2a expression in medullary structures involved in cardiorespiratory control,
including cranial motoneurons [69]. Activation of 5-HTR2a induced a membrane depolarization
and increased firing frequency of both phrenic and hypoglossal motoneurons [70-72], expiratory
interneurons of the ventral respiratory column [73], as well as sympathetic preganglionic neurons [74].
Interestingly, intravenous injection of a serotonergic agonist acting at 5-HTR2a (and 2c) improved
upper airway stability and also elevated blood pressure (BP) [75]. Thus, the increases in Rf and BP
observed herein after systemic QPZ injection may result from a broad stimulation of SHTR2a expressed
by medullary neurons of the cardiorespiratory networks. Our results showed no significant correlation
between changes in Rf or BP and SR after systemic QPZ injection. Thus, we believe that enhancement
of swallowing after systemic QPZ was not a secondary side effect originating from alteration of
cardiorespiratory functions. Distinct medullary structures may mediate the different functional effects
of QPZ. This view is reinforced by our results showing that microinjection of QPZ in medullary raphe
nuclei also increased SR but had no effect on Rf and BP.

3.3. Effects of QPZ on Swallowing

Previous studies on serotonergic modulation of swallowing reported conflicting results in
anesthetized rats. Stimulatory effects of various serotonergic agonists such as 5-HT, CPP and QPZ
were first reported [5], whereas Kessler and Jean [21,22] showed inhibitory effects of monoamines
including noradrenaline, 5SHT and QPZ and suggested the existence within the NTS of a serotonergic
inhibition of the swallowing reflex elicited by laryngeal afferents. Discrepancies may be due to the use
of different doses of serotonergic agonists, but also different anesthetics between these studies [19].
The excitatory effect of QPZ on swallowing found in our experimental model without anesthesia
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confirmed earlier observations [5]. However, a similar dose of QPZ (1-2 pM/kg) produced a shorter
effect in situ (15 min, present results) than in vivo (up to hours) [5]. Similarly, a faster SR was reported
in vivo (up to 7-8 swallows per min). A lower temperature and/or a decrease in drug bioavailability
may be responsible for this reduced effect of QPZ in situ.

All of the spontaneous and QPZ-induced swallows were isolated, and showed similar types of
swallow and motor patterns, with a similar delay between the starts of the XII and X swallowing bursts.
This physiological sequence of motor events characterizes the pharyngeal phase of swallowing [7,8].
Interestingly, the 5-HTR2 antagonist methysergide efficiently blocked the stimulatory effect of QPZ on
swallowing but did not suppress all swallows. These results suggest that QPZ may increase excitability
of the swCPG via 5-HTR2 stimulation. They also suggest that the blockade of 5-HTR2 has no effect
on mechanisms involved in spontaneous (or reflexive) swallow production. Spontaneous swallows
in situ have been interpreted as being due to an incomplete descending inhibitory gating from the
pons [12,16]. We do not exclude, however, the possibility that fluid penetration (or small movements
of fluid) in upper airways produced a tonic excitation of swallowing-related peripheral afferents,
and resulted in low numbers of reflexive (instead of spontaneous) swallows in our preparations.

3.4. Swallow-Breathing Coordination In Situ

Single but not repetitive swallows were produced after QPZ injection, allowing swallow-breathing
coordination and the effects of swallowing on central respiratory activity to be analyzed in situ.
This method of pharmacological elicitation of isolated swallows represents an advantage over sustained
electrical stimulation of the superior laryngeal nerves or injection of water into the pharyngeal cavity
which resulted in repetitive swallows [8,10,12,13]. Most swallows were produced near the phase
transition between central inspiration and the post-inspiratory phase of breathing, in agreement with
previous experimental data in vivo [8,9] and in situ [12,16]. However, there was no significant change
in duration of central inspiration or expiration by Post-I or Exp swallows, respectively. This is in
contrast with recent results obtained in ventilated animals [8], but in agreement with a previous
observation during stage 2 auto-resuscitation in situ [16]. Fictive breathing in situ is not associated with
rib cage movement, airflow, vagal feedback from the lungs, muscle feedback or changes in glottal or
sub-glottal pressure. The present data suggest a contribution of these parameters in swallow-breathing
interactions. This is in line with evidence showing a negative modulation of swallow initiation by
vagal feedback and a resetting by lung inflation (peripheral gating), highlighting the important role of
vagal pulmonary afferent activity in swallow-breathing coordination [8]. Future in situ experiments
using artificial ventilation applied through the upper airway or a tracheal tube may help to further
explore the role of these parameters.

3.5. Is the NTS Involved in Serotonergic Modulation of Swallowing?

The NTS is supposed to contain the second-order sensory neurons and the core circuitry forming
the swallowing central pattern generator (swCPG) responsible for the purely reflexive pharyngeal
phase of swallowing [2,76-78]. Deglutition can be triggered by activating either NMDA or non-NMDA
receptors localized within the NTS, suggesting that both receptor subtypes are involved in swallowing
elicited under physiological conditions [18]. Consistent with this observation, our results showed that
repetitive swallows with central apnea were readily evoked after microinjection of NMDA within the
swallow trigger zone in the NTS. However, no swallow could be induced after microinjection of QPZ
in the active NTS sites, despite the expression of 5-HTR (including 5-HTR2a) in NTS neurons [28,40].
Therefore, our results suggest that 5-HTR2a stimulation of NTS neurons is unable to initiate and/or
enhance swallowing. This markedly contrasts with the conclusions from findings in anesthetized rats,
although 5-HT but not QPZ was microinjected in the NTS [19]. Further experiments are required to
clarify this apparent complex serotoninergic neuromodulation of swallowing at the level of the NTS.
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3.6. Medullary Raphe Nuclei May Modulate Swallowing

Previous work by Jean and Kessler [22] showed that electrical stimulation of several brainstem
structures overlapping serotonergic regions, such as the nucleus raphe magnus and the nucleus
raphe pallidus, induced an inhibition of swallowing. Opposite results were obtained in our study,
since microinjection of QPZ in the caudal aspect of medullary raphe nuclei, including the raphe
obscurus and pallidus, increased SR. Methodological differences between the two studies may explain
these conflicting results. Brainstem raphe nuclei contain distinct groups of neurons, i.e., serotonergic
and non-serotonergic cells, harboring different serotonergic receptors, and are supposed to play
distinct functional roles (see below) [28]. Given this heterogeneity of neurons, electrical stimulation
of the raphe nuclei may not represent an appropriate method to study serotonergic modulation of
swallowing. On the contrary, it is conceivable that drug microinjection in raphe nuclei exerted a more
selective stimulation of neuronal sub-types, unraveling a serotonergic stimulatory effect on swallowing.
Raphe nuclei have been suggested to control the cough reflex [79]. To our knowledge, the present
study is the first to suggest a direct implication of medullary raphe nuclei in the control of swallowing.

Serotonergic neurons of the medullary raphe nuclei mostly express 5-HT1a somatodendritic
autoreceptors responsible for an inhibition of serotonergic transmission, whereas non-serotonergic raphe
neurons harboring the excitatory 5-HTR2a have been involved in autonomic functions including the
control of breathing [28,80]. Interestingly, serotonergic and non-serotonergic medullary raphe neurons
displayed distinct electrophysiological properties [81,82], and many non-serotonergic (mesencephalic)
raphe projection neurons are glutamatergic [83]. Therefore, distinct afferent inputs to the NTS from
the raphe nuclei could exert a differential neuromodulation within the respiratory and swallowing
networks. We suggest that QPZ may stimulate post-synaptic 5-HTR2a of serotonergic or more likely
non-serotonergic raphe neurons, which in turn may excite the NTS neurons forming the swCPG.
Further investigations are needed to verify this hypothesis, notably to demonstrate an increased
excitability of raphe neurons during swallowing, precise their phenotype and identify their afferent
and efferent projections.

3.7. Functional Relevance of Findings

Raphe nuclei have a major role in the control of cranial and spinal motoneuron excitability and
autonomic function, including breathing [24]. This study suggests a role for the caudal medullary
raphe nuclei in serotoninergic control of swallowing, although precise conditions that could stimulate
raphe nuclei to increase swallowing remain to be identified. Our results also reinforce the view that
raphe nuclei represent an important structure extrinsic to the swCPG that could operate as a link
between higher CNS structures and the brainstem swallowing network [76]. For example, if the
raphe regions identified herein receive projections from swallowing-related cortical areas and send
efferent projections to the swCPG in NTS, they might be involved in volitional control of swallowing.
Loss of medullary serotonergic raphe neurons occurs in multiple system atrophy [24], and patients
with this disease also suffer from dysphagia [25]. In addition, breathing and feeding difficulties are
frequently observed in Prader-Willi syndrome (PWS) and Shaaf-Yang syndrome [84], and several
alterations in raphe nuclei have been demonstrated in mice models for PWS [85-87]. Better knowledge
of serotonergic modulation of swallowing, such as identification of new targets, mechanisms of action,
and serotonergic receptor subtypes, would be particularly useful to find new therapeutic treatments
for patients suffering from dysphagia.

4. Materials and Methods

Rats were handled and cared for in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (N.R.C., 1996), the European Communities Council Directive of 22 September 2010 (2010/63/EU,
74), as well as the French laws. Since all experiments were performed post-mortem, experimental
protocols did not need accreditation from the French Ministry of Agriculture.
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4.1. Working Heart-Brainstem or In Situ Preparation

The experiments were performed in the arterially perfused working heart-brainstem (in situ)
preparation as described originally by Paton [88]. Juvenile Wistar rats (P15-P21; n = 42; body weight
50-110 g; Janvier Labs, Le Genest St Isle, France) were deeply anesthetized with isoflurane
(1-chloro-2,2,2-trifluoroethyl-difluoromethylether; Baxter). The level of anesthesia was assessed
by a lack of response to noxious pinches of the hindpaw or the tail. Once both cardiac and respiratory
activities were depressed, animals were transected below the diaphragm and decerebrated at the
pre-collicular level. The preparation was then immersed in cool (5 °C) artificial cerebrospinal fluid
(aCSF) gassed with carbogen (95% O, and 5% CO,; pH 7.35) and skinned. The composition of aCSF
was as described previously [7]. Lungs, but not the heart, were systematically removed, the descending
aorta was isolated, and the right phrenic, vagal and hypoglossal nerves were dissected free from
surrounding tissues and prepared for recording. The preparation was moved to a recording chamber,
where the descending aorta was cannulated and perfused with warm (32 °C) oxygenated aCSF using a
peristaltic pump (Watson-Marlow, Falmouth, Cornwall, UK; model 520s). The perfusate was filtered
and continuously recirculated. Flowrates (20-28 mL/min) were adjusted to obtain a stable eupneic
pattern of breathing, as evidenced by a ramp-like inspiratory activity recorded from the phrenic nerve,
a sharp transition between inspiration and expiration, and by a post-inspiratory discharge activity
recorded from the vagal nerve. The perfusion pressure (50-125 mmHg) was measured via a double
lumen cannula connected to the descending aorta and a blood pressure monitor (World Precision
Instrument, Sarasota, Fl, USA).

4.2. Recording and Analyses of Cardiorespiratory and Swallowing Parameters

Motor activities were recorded from the phrenic (Phr), vagal (X) and hypoglossal (XII) nerves
using suction electrodes mounted on micromanipulators. Raw and integrated (time constant 100 ms)
signals were amplified and filtered (gain 500-10000; BP 300-3000Hz) before being digitized (12 KHz,
16 bits). Signals corresponding to blood pressure (BP) and electrocardiogram (ECG) were also recorded
and digitized (Tucker-Davis Technologies, Alachua, Fl, USA). Digitized signals were visualized and
stored on a PC for later processing (OpenEx softwares, Plexon Inc., Dallas, TX, USA). In all experiments,
stable respiratory rhythm with a clear three-phase pattern on nerve activities was detected 20 to 30 min
after onset of reperfusion. This pattern included a pre-inspiratory XII activity, a ramp-like Phr activity
and a typical decrementing vagal discharge indicative of the post-inspiratory phase of breathing.
Swallowing consisted in short-lasting (300-500 ms) bursts on the XII and X nerves, corresponding to
normal outflow to tongue and laryngeal muscles, respectively [7,8,12].

Several criteria were used to precisely identify and quantify respiratory and swallowing parameters
from integrated nerve signals, as partially described in previous studies [7,8,89]. First, swallows were
characterized by concomitant bursts on cranial nerves, with a slight precession of the XII burst which
corresponded to the normal sequence of motor events. Second, swallow-related bursts not associated
with respiratory activity on Phr, XII and X nerves were labeled as to expiratory-type swallows (Exp Sw).
Those immediately preceded by early expiration (or post-inspiration) corresponded to post-inspiratory
type swallows (Post-I Sw). The start of the Post-I Sw was always marked by a clear indentation
(almost reaching the baseline) on the integrated XII signal. An indentation was also seen on the
integrated X trace toward the beginning of Post-I swallow. This indentation was always preceded by
a peak corresponding to respiratory (i.e., post-inspiratory) discharge, and followed by another peak
corresponding to swallow-related discharge.

A semi-automatic thresholding method was applied to each integrated trace to detect and mark
the rising edge and/or peak of each respiratory or swallowing burst (Offline Sorter, Plexon Inc.,
Dallas, TX, USA Ver2). The peak markers were then used as triggers to compute averaged envelopes,
and measure burst and/or cycle duration (in seconds), as well as peak amplitude and area under the
curve (AUC) in arbitrary units (NeuroExplorer, Plexon Inc., Dallas, TX, USA Ver3.266). For respiratory
parameters, inspiratory and/or post-inspiratory nerve activities were measured before and after drug
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application using 20 to 50 respiratory cycles. These cycles were made of consecutive breaths in control
condition, but not after drug application due to more frequent swallow-breathing cycles. For swallow
parameters, the total duration of both Post-I and Exp swallows were defined as the delay between
the start of the integrated XII discharge and the end of the integrated X discharge. Whatever the type
of swallow, the start and the end of the XII burst were constantly used to measure the duration and
AUC of the XII burst (Figure S1). A similar method was used to compute the duration and AUC of
Exp swallows. Due to the overlap between respiratory and swallowing discharges of the X nerve,
we developed an original method to provide accurate measurements of the duration and AUC of the X
burst during Post-I swallows (Figure S1A). Indeed, we noticed that if the indentation clearly visible on
the X envelope toward the beginning of swallowing was used to mark the start of the X swallow burst,
it resulted in reduced duration and AUC of Post-I X bursts compared to values measured during Exp
swallows (Figure S1B). This was considered an artefact, because the duration (and AUC) of the XII
bursts and the total duration of swallow were almost similar between the two types of swallows. Thus,
we used a graphical method to estimate the start of the Post-1 X burst (Figure S1C). The rising edge of
the Post-I1 X burst was used to draw a tangent line from the peak, through the indentation, down to the
baseline of the integrated trace. The crossing point between the tangent line and the baseline was used
to define the (estimated) start of the X burst. The resulting construct formed a triangular envelope
delineating the Post-I swallow-related X burst, from which consistent measurements of burst duration
and AUC were made.

4.3. Pharmacological Induction of Swallowing

A few spontaneous swallows have been observed in situ when preparations displayed a eupneic
pattern of breathing [16]. To enhance the number of swallows in situ, we used a pharmacological
method previously described in the rat in vivo [5], consisting in systemic injection of the serotonergic
agonist quipazine (QPZ, quipazine maleate, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). The drug
concentration was first assessed in preliminary experiments by varying the dose of QPZ dissolved in
the aCSF (range 0.5-10 uM/Kg). Swallowing was enhanced with 1 and 2 pM/Kg drug concentrations,
and higher doses did not produce stronger or longer effects. Therefore, we choose a concentration of
1.5 uM/Kg of QPZ in the present experiments, because it not only corresponded to the optimal drug
concentration found in our preliminary study, but also matched the doses used in vivo [5]. In order to
evaluate the low production of swallow in control conditions, i.e., spontaneous events without drug,
the number of swallows was counted in each rat over 10 or 15 min, and results were expressed as
swallows per min and averaged per 5 min intervals. After this control period, QPZ was added to the
aCSF (systemic injection), and the number of swallows was counted over 15 to 20 min, and results were
also expressed as mean SR per 5 min intervals and per rat. Other experiments (n = 5) were performed
to test the ability of the 5-HT2-receptor antagonist methysergide (methysergide bimaleate, Sigma;
1 uM/kg in aCSF) to block QPZ-induced swallowing. In those experiments, after an initial 10-15 min
control period, QPZ was injected in aCSF and SR was determined for 5 min. Then, methysergide was
added to the perfusate and SR was recorded for 15 to 20 min after drug injection. Other experiments
(n = 3) were performed to test the effect of methysergide alone on swallowing. Swallow rate was
measured for 15 min before and after injection of methysergide (1 uM/kg). Two series of experiments
were designed to study the central effects of QPZ on swallowing. In the first series, we performed
microinjections of QPZ (3 mM, 50-200 nL) into the NTS (1 = 5) using a nanoinjector (WPI, USA)
mounted on a micromanipulator (nanostepper), and a microcontroller allowing flowrate and volume
adjustments (5-10 nL/s, WPI, USA). The proper placement of the pipette into the NTS swallowing
“trigger zone” was first assessed by microinjection of N-methyl-D-aspartate (NMDA, 1 mM, 10-50 nL;
n =5), as previously reported [18]. Because NMDA but not QPZ induced swallowing, we did not
quantify SR in this series. In the second series, we mapped the effects of QPZ microinjections (3 mM,
50-100 nL) within the caudal medullary raphe nuclei (1 = 15). In these experiments, the control SR was
measured for 15 min before the injection protocol. The nanoinjector was positioned perpendicular to
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the floor of the fourth ventricle and moved along the midline from 1 to 3 mm rostral to the obex with
0.5 mm steps. Then the pipette was inserted through the dorso-ventral axis of the medulla at depths
between 1.25 to 2.25-2.75 mm below the surface with 0.5 mm steps. In each rat, several tracks were
performed at different positions along the midline. A single track was made at a given midline position,
and 3 to 4 injections were made per track. Only one injection was made at a given depth, and a 5 min
period was always respected between 2 injections. This delay was chosen because we noticed a rather
short-lasting effect during the experiments, which was confirmed by offline analyses. For each site of
injection, results are reported as a success or a failure to increase SR for the first minute post-injection
(although SR was also measured over the 5 min period post-injection). Thus, each success or failure
was attributed based on a single microinjection. For successful injections, the latency between the
end of injection and the occurrence of the first swallow was also determined. All successful injections
observed in an individual were used to calculate the mean SR per rat, and the mean latency to the
first swallow. To further evaluate the potency of QPZ to increase swallowing at a given site, the total
number of injections made at the same site in different rats was calculated, and numbers of successes
and/or failures were determined. Each site was represented as a pie chart with a different color to depict
the effects on swallowing, and a different size according to the total number of injections. For those
sites where both successes and failures were observed, the colored areas within pie charts represented
the percentages of successes and failures.

4.4. Experimental Protocol and Parameter Analyses

In each experiment, parameters related to spontaneous fictive breathing, BP, heart rate (ECG),
and swallowing started to be recorded ~45 min after onset of reperfusion. Control cardiorespiratory
parameters and the rate of spontaneous swallows were measured over an initial 15 min recording
period. Then, the parameters were recorded over a longer period (~30-45 min) to analyze the effects of
systemic or central QPZ injections, or the effects of methysergide, on cardiorespiratory and swallowing
functions. Integrated activities of the Phr, X and XII nerves were marked and coded for measurements
of breathing and swallow motor output (total duration of burst activity, peak amplitude, area under the
curve, the delay between the starts and peaks of the XII and X bursts, as previously described) [8,11,89].
Overall, analyses were done using spontaneous (1 = 233) and QPZ-induced swallows (n = 307) obtained
in the same preparations (n = 16). The swallow duration was defined as the interval between the start
of the swallowing-related XII nerve burst activity and the end of the swallowing-related X nerve burst
activity. For analysis of swallow-breathing coordination in control and QPZ conditions, the duration of
the normal respiratory cycle was first calculated from at least 15 successive respiratory cycles without
swallowing. As both spontaneous and QPZ-induced swallows always resulted in isolated and not
repetitive swallows (see Results), the occurrence of each isolated swallow was marked within each
breathing cycle containing a swallow (i.e., swallow-breathing cycle). Analyses of the phase-relationship
between breathing and swallowing were performed as described recently [8]. Durations of both
inspiratory and expiratory phases of the swallow-breathing cycle were measured and normalized
to control respiratory cycle values. Therefore, the occurrence of each swallow was expressed as a
percentage of the control-normalized duration of the inspiratory or expiratory phase of breathing.
Swallows that appear within 0%-20% of the normalized expiratory duration were labelled Post-I
swallows, whereas the others occurring later during the expiratory phase (i.e., within 21%-100% of the
normalized expiratory duration) were labelled Exp-swallows, as previously described [8].

4.5. Statistical Analyses

Results were averaged per preparation and per group. Amplitudes and areas under the
curve (AUC) of integrated nerve activities, as well as duration of inspiration and expiration of
the swallow-respiratory cycles, were normalized. Normality of the values was tested using the
Shapiro-Wilk test. Variables with normal distribution were analyzed using paired t-tests or an analysis
of variance (ANOVA), when two or three groups were compared, respectively. When normality
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was not verified, continuous variables were compared using the nonparametric paired Wilcoxon test
or the Kruskal-Wallis test (followed by Dunn’s post-hoc tests). A Pearson’s Chi-squared test with
Yates’ continuity correction with a 2 X 2 contingency table was used to compare the distribution
of swallows within the swallow-breathing cycle between control (spontaneous swallows) and QPZ
groups. Comparisons of SR obtained in control, QPZ and methysergide groups were performed with
ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc tests. Pearson’s correlation tests were used to compare the
magnitude of change in SR with change in either Rf or BP elicited by QPZ. Results are expressed as
mean + standard deviation (SD). Values were considered significant when p < 0.05.

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/14/
5120/s1. Figure S1. Schematic illustration of methods used to identify and quantify swallow-related bursts in
situ. Table S1. Respiratory frequency (Rf) before and after systemic quipazine (QPZ) injection at 15 min, and
latency to the first swallow after drug injection. Data are expressed per 5 min or 15 min intervals. Table S2. Of the
inspiratory (Ti) and expiratory (Te) phases of breathing before and after systemic quipazine (QPZ) injection. Table
S3. Blood pressure (BP, mmHg) before and after systemic quipazine (QPZ) injection, and percentage of increase
(% Inc) between conditions. Table S4. Hear rate before and after quipazine (QPZ) injection. Table S5. Detailed
comparisons of swallowing-related bursts before and after quipazine injection (QPZ). Duration of swallows,
swallowing-related bursts and the delay between the starts of the hypoglossal and vagal nerves (Delay) are
expressed in seconds, whereas burst amplitude and the area under the curve (AUC) are expressed in percentage
of Control values. Table S6. Swallow rate (SR) before and after systemic quipazine (QPZ) injection at 15 min,
and latency to the first swallow after drug injection. Data are expressed per 5 min or 15 min intervals in control
and QPZ conditions. Table S7. Magnitude of increase in BP and Rf before and after systemic quipazine (QPZ)
injection, and ratio between the mean swallow rate (SR) after QPZ injection and the mean SR in control condition
(means ratio). Table S8. Swallow rate in control condition, after injection of quipazine alone (QPZ), and after
methysergide (Methy) injection in the same preparation. Data are expressed per 5 or 15 min intervals. Table S9.
Swallow rate and respiratory frequency before and after methysergide injection. Parameters were measured for
15 min before and after systemic drug injection. Table S10. Swallow rate (SR) before and after quipazine (QPZ)
microinjection in raphe nuclei, and latency to the first swallow after drug injection. SR was measured for 5 min in
control, and for 1 and 5 min after QPZ injection using successful trials eliciting swallows after drug injection.
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Abstract: Effective closed-loop neuromodulation relies on the acquisition of appropriate physiological
control variables and the delivery of an appropriate stimulation signal. In particular, electroneuro-
gram (ENG) data acquired from a set of electrodes applied at the surface of the nerve may be used
as a potential control variable in this field. Improved electrode technologies and data processing
methods are clearly needed in this context. In this work, we evaluated a new electrode technology
based on multichannel organic electrodes (OE) and applied a signal processing chain in order to
detect respiratory-related bursts from the phrenic nerve. Phrenic ENG (pENG) were acquired from
nine Long Evans rats in situ preparations. For each preparation, a 16-channel OE was applied around
the phrenic nerve’s surface and a suction electrode was applied to the cut end of the same nerve. The
former electrode provided input multivariate pENG signals while the latter electrode provided the
gold standard for data analysis. Correlations between OE signals and that from the gold standard
were estimated. Signal to noise ratio (SNR) and ROC curves were built to quantify phrenic bursts
detection performance. Correlation score showed the ability of the OE to record high-quality pENG.
Our methods allowed good phrenic bursts detection. However, we failed to demonstrate a spatial
selectivity from the multiple pENG recorded with our OE matrix. Altogether, our results suggest that
highly flexible and biocompatible multi-channel electrode may represent an interesting alternative to
metallic cuff electrodes to perform nerve bursts detection and/or closed-loop neuromodulation.

Keywords: neuromodulation; electroneurogram; organic electrode; suction electrode; phrenic nerve

1. Introduction

Neuromodulation is a therapeutic approach used in a number of pathologies in-
cluding neurodegenerative and neuropsychiatric disorders [1-3], epilepsy [3,4], neural
prostheses [5,6], chronic pain [7], etc. Regarding all of these clinical applications, a common
difficulty is to provide effective therapy while minimizing side effects. In fact, delivering
an optimal neuromodulation can be particularly complex, because the evoked effect highly
depends on (i) the delivered stimulation parameters (current amplitude, frequency, etc.) [8],
(ii) the individual response of a given patient to these parameters [8], and (iii) the used
electrode configurations and technologies [9]. It has been shown that closed-loop control
may be a promising approach to optimize the response to the therapy in a subject-specific,
adaptive manner in order to minimize side effects [10]. Closed-loop neuromodulation
therapy requires the definition of appropriate control variables and the electroneurogram
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(ENG), acquired from implanted electrodes, may be a pertinent source of information to
this goal [11]. However, improved electrode technologies and data processing methods are
needed for the acquisition of this ENG and for deriving useful control variables.

Two types of electrodes are used for peripheral nerve stimulation and/or recording,
extraneural electrodes in contact with the epineurium and intraneurals also called intrafas-
cicular electrodes [12-14]. Extraneural electrodes are more commonly used in clinical
practice [13,15]. Electrode designs and implanted materials are highly variable depending
on clinical needs. Different methods of implantation and nerve cuffing can be used for ex-
traneural electrodes, with the most commonly used being metallic spiral cuff electrodes and
split-cylinder cuff electrodes [16]. Indeed, such metallic spiral nerve cuff electrodes have
been used to record ENG data from small nerves, such as the phrenic nerve [17]. However,
the design, materials, and implantation methods of those electrodes need to be improved,
particularly regarding their adjustment to the morphology of the nerve, rigidity, difficulty
to install, lose contact with the nerve, and/or nerve compression damages [18-21]. There is
also a need for improving spatial resolution of peripheral nerve interfaces [22]. There are
some reports of selective stimulation using large metallic multicontact cuff electrodes, such
as the one adapted to the dog hypoglossal nerve trunk [23].

Moreover, conjugated polymers provide many benefits over metal electrodes in terms
of compliance and biocompatibility as well as selectivity and sensitivity. Doped with
polystyrene sulfonate (PSS), PEDOT:PSS has a greatly enhanced conductivity, chemical
stability, and biocompatibility [24]. PEDOT:PSS was shown to be a prime material for
polymer-based bio-electronic devices as its application on various cultured cell lines proved
to preserve their survivability [25], and it was also used to both record and stimulate cortical
areas [24,26] as well as peripheral nerves [27,28]. The substrate material of this electrode
is parylen C, a polymer known for his flexibility [29,30], and his biocompatibility in both
acute and chronic implantation as well as his minimal inflammatory reaction compared to
PDMS, another biocompatible polymer used in chronic implantable electrodes [31].

To our knowledge, multicontact OE have not been used to record from small nerves,
although this technology may have several advantages over metal electrodes, as discussed.
In this paper, we choose to record from the phrenic nerve (PHR) which plays a crucial role in
breathing. The objectives of our study were (1) to record pENG signals using a 16 channels
custom-design OE adapted to the PHR nerve, (2) to analyze PHR burst detection in a
multichannel basis, and (3) to analyze the performance of the OE in comparison with a
suction electrode (SE) used as a gold standard.

This paper is organized as follows: Section 2 details the description of the experimental
protocol and methods for data processing and comparison. Results on all datasets and a
representative example are presented in Section 3. Discussion on the main findings and
limitations of the study are given in Section 4.

2. Methods
2.1. In Situ Preparation

All experiments were performed in Long Evans rats (n = 9, P17-25, body weight
50-110 g) of either sex, using the arterially perfused working heart-brainstem or in situ
preparation, as described previously [32,33]. This preparation allows the brainstem to
be well oxygenated, maintaining a normal blood pH and resulting in a physiological
eupneic pattern of respiratory motor activity [34]. Briefly, rats were deeply anesthetized
with isoflurane (1-chloro-2,2,2-trifluoroethyl-difluoromethylether; Baxter). Each animal
was transected below the diaphragm and decerebrated at the precollicular level once res-
piration was suppressed and the animal failed to respond to noxious pinch to the tail or
toe. After transfer to an ice-cooled area (5 °C) and equilibrated with 95% O, and 5% CO,
aCSF (composition below), the skin and the lungs were removed. The cerebellum was
also removed. The left PHR was prepared for recording (see Figure 1). Following these
initial procedures, the preparation was transferred to a custom made recording chamber.
The descending aorta was cannulated and perfused with warmed and carbogen-gassed
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aCSF (33 °C) using a peristaltic pump (Watson-Marlow) via a double-lumen catheter con-
nected to the aortic perfusion cannula and a blood pressure monitor (WPI, USA) at a flow
rate of 24-32 mL/min. The aCSF is composed of (in mM) 125 NaCl, 3 KCl, 1.25 KH,POy,
2.5 CaCly, 1.25 MgS0Oy, 25 NaHCO3, and 10 D-glucose (1.25% Ficoll), maintained at 7.35 pH
by gassing with a 90% O, and 5% CO; carbogen. Filtered and passed through bubble traps,
the perfusate was re-collected after leaking from the preparation and re-circulated after its
re-oxygenation. Cardiac activity resumed within seconds and rhythmic contractions of res-
piratory muscles returned 2 to 5 min after the start of perfusion. Respiratory-related move-
ments were abolished by using 250 uL of vecuronium bromide (3-30 pg/mL; Organon)
dissolved in aCSF to avoid muscular activity-related artifacts, but it does not affect the
central activity of the respiratory network recorded on the nerves. The perfusion flow was
then adjusted to obtain an identifiable three-phase respiratory pattern, which was assessed
by the recording of the phrenic, vagus and hypoglossal nerve (not shown), innervating the
diaphragm, the larynx and the tongue respectively, attesting of the state of the respiratory
network (i.e., Inspiration, early-expiration and late-expiration).

in situ preparation :

synchronized
acquisition system

SS E

Descending aorta
(aCSF perfusion)

Phrenic nerve

AgCl reference
electrode

Ground Faraday cage

Figure 1. Schematic representation of the in situ preparation. Perfusion was applied through the descending aorta using a

warmed (31 °C) artificial cerebrospinal fluid (aCSF) equilibrated in carbogen. A pump with an adjustable flowrate was used

to control perfusion pressure, and ensure an adequate oxygenation of the brainstem. Cardiorespiratory functions resume

5-10 min after re-perfusion, and the preparation generates an eupneic pattern of breathing. Serial recordings of the phrenic

nerve discharge were made with SE attached to the cut end, and OE attached to the main nerve trunk. All signals were

acquired synchronously with the same acquisition system.

2.2. Organic Electrode for ENG Recording

The recording grid is composed of 16 (4 x 4) OE with a size of 20 pm x 20 pm. Each
OE will be noted here as C;; (row i column j, as shown in Figure 2). The recording sites
of the OE are disposed in 200 um x 135 pm rectangles. The OE was connected to the
recording instrument with a zero insertion force (ZIF) connector with a 250 um pitch.
The device has a strip at the end and a hole of 100 pm x 680 um about 300pm away from
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the center of the grid. The grid is rolled around the PHR and locked by sliding the strip
inside the hole. OE grid fabrication process was described previously [35,36]. A 3 um thick
parylene (PaC) layer (SCS Labcoater 2) is deposited on top of a clean glass slide. Then,
metallic electrodes, interconnects, and contact pads are patterned by photolithography
(SUSS MBJ4 Contact Aligner). First, AZnL.OF2070 negative photoresist is patterned on
top of the PaC. Then, a 10 nm thick chromium layer (for a better gold adhesion) and a
100 nm thick gold layer are deposited by thermal evaporation (Suss Microtec, MJB4 Mask
Aligner). Finally, the metallic pattern is obtained by lifting off the resist in aceton. A second
3 um PaC is deposited to act as insulator. Then, the outline of the device is patterned by
photolithography using the positive photoresist AZ9260, followed by reactive ion etching
of both PaC layers with an oxygen plasma (Oxford, Plasmalab 80 Plus). A sacrificial 3 um
thick PaC layer is deposited and openings in the PaC are patterned, on top of the electrodes
and the contact pads, by photolithography using AZ9260 then etched by reactive ion
etching with the oxygen plasma. A mixture of PEDOT:PSS (Heraeus Clevions PH1000),
ethylene glycol, dodecylbenzene sulfonic acid, and 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane is
then deposited by spin-coating and baked at 110 °C for 1 min. The sacrificial layer is peeled
off, leaving PEDOT:PSS only on top of the OEs and the contact pads. Then, the PEDOT:PSS
is hard baked at 140 °C for 1 h. Finally, the device is put in water and delaminates from the
glass slide, to obtain the flexible device.

(vl 4 400 pm

Figure 2. OE representation. (A) Schematic view of the 16 (4 x 4) recording sites with in purple gold
wires; blue PaC boundaries; red gap to insert the tongue (upper panel) and dark purple the recording
sites. The PaC tongue of the organic electrode is not fully represented here (dotted line) and is 4.4 mm
long. (B) Zoomed view of the blue doted square in A representing 4 gold/PEDOT:PSS recording sites
20 x 20 pm. A matrix notation of the form C; ; is used here to identify a given individual channel in
row i and column j. The nerve lies along the horizontal axis on both top figures. (C) Whole picture
of the organic electrode mounted on a kapton layer, with the recording sites wrapped around a
350 @ pm wire. (D) The reference is an Ag/Cl electrode connected to the black wire disposed under
the ribcage of the animal and the red wire (the ground) is connected to a Faraday cage.



Sensors 2021, 21, 5594

50f16

2.3. Electrochemical Impedance Spectroscopy

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements were performed in a
PBS solution, with an Autolab PGSTAT128N. PEDOT:PSS-coated electrodes were used
as the working electrodes and an Ag/AgCl electrode as the counter electrode. A 10 mV
sinusoidal voltage was applied at a frequency ranging from 10 to 100,000 Hz (Figure 3).

10

]0(1: --
[ -l
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I-'...-.. |
10* Tttt
3
10" 10 10° 104 10°

Frequency [Hz]

Figure 3. Electrochemical impedance spectrum of PEDOT:PSS-coated electrodes. Ten electrodes were
used for these measurements.

2.4. Nerve Recordings

In each experiment, the left PHR, and the right vagus and hypoglossal nerves were
dissected and cut to record the respiratory motor activity using glass suction electrodes
(gold standard). SE was made from borosilicate glass capillaries tubes (OD 1.5 mm, WPI),
pulled with a vertical pipette puller (Model 720, KOPF). The tip of the electrode was
sectioned at a diameter fitting the recorded nerve (200 pm for the PHR) and threaded to
a silver probe and filled with conductive liquid (aCSF). The electrode was attached to a
waterproof support with a side hole connected to a syringe, with which the nerve was
suctioned into the electrode, forming an isolated medium inside it. Once in the electrode,
the nerve will be connected to the silver probe due to the conductive liquid. Then, the matrix
of organic electrodes was applied, surrounding the trunk of the left phrenic nerve. Signals
were amplified and filtered (gain 0.5-10 K; BP 0.3-3 KHz), digitized (12 KHz, 16 bits; Tucker-
Davis Technologies, Alachua, FL, USA) and exported using OpenEx software (Offline Sorter
and NeuroExplorer; Plexon Inc., Dallas, TX, USA). Signal from the gold standard SE pENG
will be noted in this work as S5F and those from each OE channel C;,j are named SI(-,)].E.

2.5. Data Processing

A data processing chain is proposed to compare phrenic bursts detection obtained
from S°F (gold standard) with each SZ(.?].E. The proposed method (Figure 4) starts with
noise reduction and envelope detection. Then it proceeds to the extraction of comparison
indicators (correlation and ROC curves). Each step of the developed approach will be
explained in the following subsections.
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Figure 4. Description of data processing and feature extraction applied to OE and SE signals. All
available channels from the OE are processed. Every channel is compared with the filtered SE signal,
used as gold standard, in order to estimate performance.

2.5.1. Noise Reduction and Envelope Detection

All the acquired signals (Sl(.?jE and S°E) were bandpass filtered in the 300-3000 Hz
interval using a 4th-order Butterworth filter [11]. When ECG artifacts are present (with
an energy high enough to disturb phrenic bursts detection), morphological filters were
applied on a moving 20-samples window, in order to reduce noise without disturbing
the initial quality of the signal [37]. Then, a Savitzky—Golay filter was applied to smooth
the signal without distortion and envelops were obtained through a Hilbert transform.
Finally, envelopes were smoothed using a 20 Hz 4th-order Butterworth low-pass filter. The
resulting signal envelopes (E?jE and ESF) were used to extract performance indicators (see
Figure 4).

2.5.2. Performance Indicators

In order to investigate the relations between OE and SE signals, two indicators were
used: (1) correlation coefficient between E%E and ESE, and (2) area under the curve (AUC)
extracted from the receiver operating characteristic (ROC) curve produced to estimate the
capacity of OE to detect spontaneous bursts using SE signal as reference.

Correlation coefficient: The Pearson correlation coefficient (p; ;) was calculated to

measure the degree to which EinE and E°E signals are linearly related:
OE pSE
pij = ool B (1)

i,j

where cov is the covariance and (TiOE and ¢°F are, respectively, the standard deviation of
Eng and ESF signals.

ROC curves and AUC: ROC curves were used to analyze the performance of a simple
thresholding, applied on ESE , to detect phrenic bursts. Reference classes were extracted

from ESE by applying a threshold K fixed manually, by minimizing the number of visible
phrenic bursts. Positive (P) and negative (N) classes were defined as sample sets belonging
to a burst or not (Figure 5). Concerning the ROC curves constructed from the OE signals,
200 points were plotted for discriminating threshold values, A, varying from 0 to M
maximum value of the signal. We define prediction classes from those discriminating
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thresholds: predicted condition positive (True or T) for all samples greater than A and
predicted condition negative (False or F) for the lower ones. We define the outcomes as

TP = (P)N(T); TN = (N)N (F)

FP = (N)N(T); EN = (P)N (F)

The ROC curve shows the true positive rate, or detection probability P;(A), against false

()

positive rate, or false alarm probability Pr,(A), for variable threshold and characterizes the

detector of phrenic burst behaviour:
TP
Pi(A) = ==
‘N = N

FP
Pra(A) = TN + FP

Positive
class

Negative
class

ESE (mVv)
100

Negative |
class

[ . i
got : ' '

: 1 N
60! g WI H ‘J 1] ”
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Figure 5. Classifier determination. SE signal is used as reference to create our classifier. Positive
class (P) is defined as “all points above the threshold” and negative class (N) the opposite. The same
definition is applied to the OE signal for “True”-class (T) and “False”-class (F) with the threshold
defined as y = A. We define True positive (TP) all samples belonging to (P) and (T), True Negative
(TN) those belonging to (N) and (F), False Positive (FP) to (N) and (T) and False Negative (FN) to (P)
and (F).

®)
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Finally, the Area Under the Curve (AUC) is extracted from the ROC curve in order
to evaluate the detection performance. The AUC value lies between 0.5 to 1, where 0.5
denotes a bad detector and 1 corresponds to an ideal detector. All analysis were performed
using the commercially available software MatLab (Mathworks Inc., Natick, MI, USA).

Signal-to-noise ratio: For all the datasets, the SNR was calculated as the ratio between
the mean absolute value (MAV) amplitude of the ENG signals recorded during bursts
period and outside bursts period, based on P/N classifier defined on AUC and ROC curves
part, as performed in [38]:

1 N
AV = —
MAV NZ.;M

mean(MAV(ENGp))
mean(MAV(ENGy))

SNR = 2010g10
where ENGp is ENG signal during bursts period and ENGy outside.

3. Results

This section presents: (1) results of one representative dataset, which was chosen
because it includes a set of 16 OE channels, (2) global results from the whole dataset.

3.1. Example of Data Processing and Analysis

Figure 6 shows raw (S°E, ngE ) and envelope (ESE, ESE) signals from one dataset.
Phrenic bursts were clearly visible from the suction electrode (SE) signal. Their duration
was ~0.5 s, and the respiratory rate was about 33 breath per minute, in accordance with
previous results [34]. Most OE sites also displayed visible phrenic bursts. Table 1 describes
the SNR for each recording site of the OE and the SE. As expected, the highest SNR was
measured from the SE (11 dB before, and 15 dB after data processing). SNR from OE
recording sites varied from 0.36 to 6.78 dB before processing and from 0.63 to 8.87 dB
after processing. The mean SNR (£+5SD) after data processing was 5.51 £ 3.61 dB. Of note,
ECQG artifacts visible on some channels (see, for example, S?,f , S?g, and Sfff in Figure 6)
were removed after data processing. Correlation coefficients between all signals were
calculated from the whole dataset. Figure 7A shows the correlation map of the example
dataset. The last row represents the correlation coefficients of every OE channel with SE
which values are indicated in Table 1. The mean correlation coefficient (SD) after data
processing was 0.83 £ 0.19 (range 0.39 to 0.93). However, 3 out of 16 channels had low
correlation coefficient values (<0.6). Figure 7B presents the detection probability of phrenic
bursts recorded by the 16 OE sites (ROC curves obtained by comparing OE signals with the
SE signal). The mean PHR burst AUC (£SD) after data processing was 0.94 & 0.07 (range
0.77 to 0.99) (Table 1). Twelve out of 16 channels had an AUC greater than 0.9.

Table 1. Results of the proposed phrenic waves detection of the dataset after filtering and ECG
removal steps. Second and sixth line are correlation coefficient between OE signal and SE signal for
every channel, third and seventh line AUC results using SE signal as true detect, and fourth and
eighth lines are SNR in dB.

Channels 1,1 1,2 1,3 14 2,1 2,2 2,3 2,4
Correlation 0.934 0.391 0.933 0.768 0.439 0.927 0.932 0.933
AUC 0.994 0.708 0.994 0.929 0.734 0.992 0.994 0.993
SNR (dB) 8.705 0.678 8.574 2278 0.745 7.188 8.396 8.758
3,1 3,2 3,3 34 4,1 4,2 4,3 44 Mean + STD
0.934 0.934 0.933 0.821 0.686 0.935 0.523 0.748 0.798 £ 0.191
0.994 0.994 0.994 0.958 0.879 0.994 0.783 0.918 0.925 £ 0.072

8.811 8.701 8.861 2974 1.611 8.874 0.980 2.063 5.510 £ 3.61
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Figure 6. Left: Raw data from one representative example of the acquired dataset. Right: Output of the data processing
step, showing the envelope of a denoised signal. Top panel: Phrenic signal provided by gold standard suction electrode
with typical phrenic waves and electrocardiogram artifacts and Phrenic integrated signal provided by gold standard suction
electrode. Bottom panels: Phrenic signal obtained from the OE multipolar cuff electrode. This example underlines the
heterogeneous properties of these different recordings and the kinds of noise typically observed in this setup.
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Figure 7. (A) Correlation map between signal provided by gold standard SE and OE. (B) Receiver operating characteristic
curve illustrating the detection of phrenic waves based on constant thresholding on gold standard signal. Those scores
reflects the correlation scores. The lower the correlation is, the lower the AUC is.
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3.2. Global Results

The measured EIS calculated from 10 electrodes was 31,668 + 1866 () (mean + SD)
at 1 kHz. Table 2 represents averaged results obtained from 9 rats. Correlations p(i, j)
ranged between 0.047 and 0.997, and average value is 0.736 £ 0.135. Minimum and
maximum values of AUC were 0.63 and 0.99, respectively. Mean AUC values (£ SD) were
0.900 £ 0.091. In each dataset, at least one channel showed a correlation coefficient higher
than 0.7, and at least one AUC was above 0.9.

Table 2. Global performance of the proposed phrenic waves detection. Column 2 indicates the number of channel used for

recording; Columns 3 to 5 and columns 6 to 8 show, respectively, correlation performance and AUC performance. Last

line shows the global mean of each marker. On recordings 9 and 10, only 1 channel was correctly acquired, min and max

interval and standard deviations are thus not provided.

Rat Chan. Corr. Mean Corr. Interval Corr. std AUC Mean AUC Interval AUC std

1 16 0.798 [0.391;0.935] 0.191 0.925 [0.708;0.994] 0.072
2 3 0.872 [0.858;0.879] 0.012 0.998 [0.998;0.999] 5.8 x 1074
3 8 0.661 [0.047;0.997] 0.175 0.860 [0.557;0.967] 0.3553
4 8 0.398 [0.097;0.960] 0.275 0.816 [0.628;0.999] 0.1207
5 8 0.656 [0.166;0.940] 0.297 0.908 [0.648;0.999] 0.1600
6 8 0.549 [0.451;0.945] 0.169 0.825 [0.758;0.999] 0.0769
7 16 0.582 [0.505;0.702] 0.052 0.867 [0.819;0.943] 0.0337
8 8 0.954 [0.915;0.995] 0.042 0.999 [0.996;1] 1.75 x 1074
9 3 0.972 [0.969;0.973] 0.003 0.999 [0.998;0.998] 8.55 x 107°

Mean 0.736 [0.610;0.923] 0.135 0.900 [0.852;0.989] 0.091

4. Discussion

The objective of this study was to investigate the performances of a self-locking custom-
designed multicontact organic electrode (OE) technology to record from a small nerve
after acute implantation. To this aim, we recorded from the phrenic (PHR) nerve in the rat
working heart-brainstem preparation, which preserves physiological cardiorespiratory
functions [34,39,40]. A dual PHR ENG recording protocol was achieved by applying
a suction electrode (SE) at the cut-end of the PHR nerve to obtain a high quality signal,
and wrapping the OE around the PHR epineurium. We performed data filtering to improve
PHR ENG burst detection on our signals and analyzed the quality of the OE recordings
compared with SE signals. Although we do not provide a comparison with respect to
classical metallic electrode technologies, our results show that good quality recordings
could be obtained with small PEDOT:PSS recording sites at low impedance. Furthermore,
we were able to bring out clear inspiratory activity from signals that were prima facie
expressing no respiratory activity. These results suggest that OEs are suitable to record
respiratory signals and show the feasibility to easily install 16 recording sites around a
small nerve, therefore improving spatial resolution.

4.1. Electrophysiological Relevance of PEDOT:PSS

One of the main advantages to use the organic conducting polymer PEDOT:PSS
is its mixed ionic/electronic conductivity making it a good candidate for bioelectronics
applications in general. The ability of the material to absorb water and thus to uptake dis-
solved ions, making the entire bulk of the material participating in the interaction between
ions and electrons, makes it a good candidate for bioelectronics applications in general.
The electrical aspect of it results in a difference in the capacitive component of the electrode:
for metal electrodes, the capacitance is surfacic, while for PEDOT:PSS, the capacitance is
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volumetric [41]. This means that for the same electrode surface, the use of PEDOT:PSS
results in an increase in the capacitance. As a consequence, considering a fixed electrode
surface, the use of PEDOT:PSS allows to achieve a lower impedance, thus a better signal to
noise ratio for recording purposes compared to metal electrodes [42]. Furthermore, planar
metallic electrodes such as IrOx based devices might increase unwanted faradaic contribu-
tions, tolerable only if redox processes are confined and reversible [43]. Venkatraman et al.
also compared PEDOT:PSS electrodes with Ptlr and IrOx electrodes, and found out that
PEDOT:PSS coated microelectrodes exhibit superior performances than PtIr electrodes in
terms of both recordings and stimulation and present as well superior charge injection
limits than IrOx electrodes at 0 DC bias voltage [44].

4.2. Suction Electrode for ENG Recording

SE are commonly used to record ENG from transected axons of various nerves
in situ [34,40,45,46]. They provide very high-quality ENG signals that can be used to
monitor the central breathing activity, and also to compute spike-trigger averaging in
electrophysiological studies [47,48]. The quality of our SE signals is thus in agreement with
previous observations. This is likely due to the fact that a small part of the distal nerve,
including the cut-end, is aspirated and inserted within the SE tip which contains a small
amount of conducting liquid. Consequently, action potentials propagating along the nerve
reach the distal nerve portion almost simultaneously. Thus, it produces a high current
density within the SE, and this results in high-amplitude compound action potentials. Such
ENG signals recorded with SE is classically used as the gold standard for nerve recordings.
However, for obvious reasons, nerve transection cannot be considered in humans. A chal-
lenge thus remains to design appropriate electrodes that can be applied at the surface of
the nerve while providing useful ENG signals.

4.3. Acute ENG Recordings with OE

Different types of self-locking electrodes are available, and some of them are used
in humans for neuromodulation [49]. Here, we provide evidence for good PHR ENG
acute recordings using PEDOT:PSS electrode that include a self-locking part. When locked,
the electrode diameter is 250 pm (see Figure 2). The rat phrenic nerve varies from 160
to 220 um in diameter [50]. Thus, the internal cuff diameter of our OE is larger than the
external diameter of the PHR nerve and should limit nerve damage. OEs are made with a
thin biocompatible polymer (parylene) and use conducting polymers called PEDOT:PSS
coupled with gold wires, conferring a low impedance and flexibility. Recordings performed
on this paper are acute ones. Even if our electrodes have high flexibility, chronic experi-
ments can lead to drastically different results such as the materials, but also the stiffness and
various form factors influencing the outcome. This technology has been shown to provide
high signal-to-noise ratio recordings of the neural interface on electroencephalographic
and electrocorticographic applications [24,35,51-54]. OEs have also been used to record
neuronal activity in patients in the operating room [55]. Moreover, OE sites can be used to
both record and stimulate neurons [52]. Compared to the S°E, the SOF had a lower signal-to-
noise ratio. This likely resulted from the transfer function and signal attenuation from the
signal sources within the nerve to the recording sites on the epineurium. A limitation of this
study was the lack of impedance measurement of the various OE sites when the electrode
was in contact with the nerve. Higher impedance on some OE sites may be responsible for
a decrease in pENG amplitude and AUC, and thus weak correlations between S°F and S°F.
However, our results demonstrated that both the S°F and S°F had a similar pattern. This
pattern included a step increase in discharge at the beginning of inspiration, a ramp-like
increase throughout the inspiratory phase, and a sharp decrease in PHR activity at the end
of inspiration, reflecting a physiological PHR discharge [34,39,40,45,46,56]. Furthermore,
high correlation coefficients were measured between S°F and SCE. In addition, elevated
AUC scores were found on several OE channels in each preparation. Our results suggest
that OE may represent an alternative to more classical electrodes that are currently used
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for neuromodulation applications. Recordings of the PHR nerve activity have been made
in cats using simple metallic cuff electrode, and the averaged signal to noise ratio (SNR)
was 2.44 £ 0.18 dB [17]. Here, the technology proposed in this paper allow us to record
from the rat PHR nerve with a higher averaged SNR (5.51 £ 3.61 dB). Helical, cuffs or
flat electrodes, with mono-, bi-, or tri-polar characteristics have been mainly tested for
neurostimulation [57-59]. Further investigations are needed to compare the performances
of those electrodes with multicontact OE in ENG recording. Furthermore, our study was
performed in acute condition, while neuromodulation studies require in vivo chronic
implantation. Although the stability of PEDOT:PSS-coated electrodes has been previously
reported, their reliability might be improved before it can be used in chronic condition [60].
One of the main issues in terms of long-term stability of PEDOT:PSS-coated electrodes
remains the delamination of such conducting polymer from the electrode surface. This
comes from the poor adhesion properties of such materials on the top of metal layers in
aqueous conditions, even more pronounced under stimulation. Future approaches may
overcome those technological limitations, as for instance using biostable adhesion promot-
ers [61]. Fibrosis was not investigated in our study although this problem (as well as other
nerve damage) has been reported with commonly used metallic electrodes. As evidences
for tissue damage were seen 1 day post-implantation [62], we hypothesize that fibrosis did
not develop in our acute conditions. A recent study using similar Parylen C biosensors
suggested a very good biostability after 6 months of brain recording activity [63]. Further
investigations after chronic nerve implantation with PEDOT:PSS electrode are needed to
determine if fibrosis occurs.

4.4. Towards a Better Selectivity to Record and Stimulate with OE?

In this study, we designed an OE with symmetrical sites adapted for ENG acquisition.
We succeeded to use this OE as a cuff electrode with most of the OE sites in contact with the
nerve, allowing multiple pENG recordings. Such a recording technique may be transposed
to other peripheral nerves such as the vagus nerve which is the target of neuromodulation
in a number of pathologies [64-66]. As stimulation of the vagus nerve with an OE has been
shown to elicit differential cardiac responses, future studies should test the possibility to
both stimulate and record with the same multicontact OE, probably using different contacts.

The phrenic nerve is mainly composed of motor fibers, and is also composed of
30-45% sensory fibers [67]. The vast majority of motor fibers (97%) correspond to alpha-
axons, and the rest (3%) are gamma-axons [68]. As this nerve was cut, signals recorded
in pENG corresponded only to active motor fibers. Our results did not provide evidence
for differentiated compound action potentials between the various OE sites channels. This
apparent lack of spatial selectivity may be explained by several factors. The very small
diameter of the PHR likely reduces transversal (or fascicular) selectivity [69]. Furthermore,
the fast conduction velocity of PHR motor fibers (~55-60 m-s~! [70]) associated with the
rather short distance between OE sites may limit the velocity selectivity [71]. It is therefore
possible that similar multiple ENG recordings with OE applied to bigger peripheral nerves
or designed with longer distances between OE sites may be able to achieve fascicular
and/or velocity selectivity, and thus differentiate distinct pools of nerve fibers. Moreover,
the signal processing methods can be improved to better estimate complementary informa-
tion from the different acquired sites. Achieving successful spatial selectivity of phrenic
nerve activity could foster researches on axonal transmission pathologies or unexplained
respiratory failures.

5. Conclusions

The main contribution of this study was to show the ability of custom biocompatible
OE to record respiratory-related nerve signals and to detect physiological bursts on PHR
activity from a matrix of electrodes placed around the phrenic epineurium. We also
provided evidences for an optimization of respiratory-related burst detection after signal
processing, and the measurements of correlations between OE channels and SE envelopes
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as well as ROC curves demonstrated a good performance of the OE matrix. OE appear
as a promising tool to record from multiple ENG signals in peripheral nerves. Future
works will be directed towards the improvement of the OE geometry and the related signal
processing methods in order to improve selective recording, as well as the application and
evaluation of this OE technology for estimating useful ENG-derived control variables for
closed-loop neuromodulation therapy.
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Optimal selection of multipolar electrode configurations
for nerve burst detection

Yvan Avdeew!, Virginie Le Rolle!, Victor Bergé Laval?, Christian Gestreau? and Alfredo Hern4ndez

Abstract— Nerve cuff electrodes are commonly used for
neural stimulation and recording applications. Usually, these
electrodes are composed of a limited set of metal rings, disposed
around the nerve. Although widely used, this technology may be
insufficient to record and stimulate in a more selective manner.
Higher resolution electrodes, usually composed of a matrix of
independent contact points, have been proposed in this sense.
These electrodes allow for the exploration of a wide variety
of bipolar or multipolar setups, for selective recording and
stimulation. In this study, we propose a method to optimally
select such multipolar setups and to quantitatively evaluate
the performance of a multi-contact neural organic electrode
(OE) in recording burst discharges from the rat’s phrenic
nerve. A 16-channel OE was wrapped around the phrenic
nerve (studied electrode) and a suction electrode was applied
to the cut-end of the same nerve (gold standard electrode).
Analysis of all possible combinations of bipoles and tripoles
from the OE were carried out to assess the improvement in
the recording performance, measured as the signal-to-noise
ratio, compared to the gold standard. The results showed that
the bipolar and tripolar configuration significantly increased
the overall recording performance. Such configurations are
therefore essential to improve nerve burst detection.

I. INTRODUCTION

Nerve cuff (or extra-neural) electrodes are commonly
used for a wide range of neural stimulation and recording
applications [1]. Usually, these electrodes are composed of
a limited set of metal rings disposed around the nerve and
these electrodes are recognized as safe and reliable methods
to locally record the electroneurogram (ENG) [2]. Although
widely used, ring electrodes may be insufficient to record and
stimulate in a selective manner and this may thus limit the
development of closed-loop technologies integrating ENG
measurements as control variables [3]. Higher resolution
electrodes, usually composed of a matrix of independent
contact points, have been proposed in this sense [4], [5].
These electrodes allow for the exploration of a wide variety
of bipolar or multipolar setups, for selective recording and
stimulation.

PEDOT:PSS technology electrodes were recently proposed
to record ENG on the phrenic (PHR) nerve, which plays
a crucial role in breathing, and presents spontaneous res-
piratory bursts. Doped with polystyrene sulfonate (PSS),
PEDOT:PSS has been shown to be an interesting technology
for both recording and stimulation [5], [6]. In a recent
work of our team [7], we have shown that multicontact
organic electrodes (OE) could be used to record phrenic
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nerve activity and correctly detect nerve bursts in monopolar
configurations. However, the possibility of combining several
channels, in order to improve SNR and further increase burst
detection performance, was not analyzed.

The objective of this study is to propose a method to
optimally select such multipolar setups and to quantitatively
evaluate the performance of a multi-contact neural OE in
recording burst discharges from the rat’s phrenic nerve.
Linear combinations of raw multi-channel data, constituting
dipoles and/or tripoles, were obtained through Principal
Component Analysis (PCA) and compared to the results
obtained in [7] on the same data set (rat #1). A quanti-
tative performance evaluation of the synthesized bipoles and
tripoles with respect to a monopolar approach and to a gold
standard suction electrode are also proposed.

II. MATERIALS AND METHODS
A. Animal preparation

In this study, recordings were made over a long rat
Evans. The protocol was carried out in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (N.R.C.,
1996), the European Communities Council Directive of 22
September 2010 (2010/63/EU, 74), as well as the French
laws, however accreditation from the French Ministry of
Agriculture was not necessary as the experiments were post-
mortem. As previously reported [7], the arterially perfused
working heart-brainstem or in situ preparation was used to
record from the left phrenic nerve in a Long Evans rat.
The rat was anesthetized with isoflurane. Once respiration
stopped and the animal did not respond to a noxious pinch
to the tail or toe, the animal was transected below the
diaphragm and decerebrated at the precollicular level. The
preparation was moved to an ice-cooled (50C) artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) equilibrated with 95% O2 and
5% CO2, and several organs including the cerebellum were
removed. Then the preparation was moved out to a custom-
made recording chamber. aCSF perfusion was placed on the
descending aorta, which was cannulated, via a double-lumen
catheter connected to the aortic perfusion cannula and a
blood pressure monitor (WPI, USA) at a flow rate of 24-
32 mL/min. Both cardiac and respiratory activities resumed
after 2 to 5 minutes of perfusion.

B. Recording

The left phrenic nerve was dissected and cut near the
diaphragm. The cut-end of the nerve was aspirated within a
suction electrode (used as gold standard and denoted SE).
SE was made from borosilicate glass capillaries tubes (OD



1.5 mm, WPI), pulled with a vertical pipette puller (Model
720, KOPF). To fit with the left phrenic nerve the tip of SE
was sectioned at a corresponding diameter (200 pm for the
PHR) and filled with conductive liquid aCSF (see Figure 1).

ﬁ situ preparation :

[t
Descending aorta
(aCSF perfusion)

synchronized
nequisition system

AgCl reference
electrode

Ground Faraday cage /

Fig. 1. Schematic representation of the in situ preparation. Phrenic nerve
was recorded from the cut-end with SE electrode (gold standard) and with
OE attached dot the main nerve trunk and recordings were synchronized
with the same acquisition system. To ensure adequate oxygenation of the
brainstain an artificial cerebrospinal fluid (aCSF) perfusion was applied
through the descending aorta, which pressure was controled by a pump
with adjustable flow rate.

The recorded grid of organic electrode is composed of a
matrix of 4x4 channels (20 pm x 20 pm). Each channel is
denoted Cj ; according to the ¢ —th row and j —th column.
The grid is rolled around the PHR and locked by sliding a
strip inside the hole of 100 ym x 680 pm.

The signal from the gold standard SE pENG will be noted
in this work as S and those from each OE channel C; ; are
named S OE Signals were amplified and filtered (gain 0.5—
10 K; BP 0 3-3 KHz), digitized (12 KHz, 16 bits; Tucker-
Davis Technologies, Alachua, FL, USA) and exported using
OpenEx software (Offline Sorter and NeuroExplorer; Plexon
Inc., Dallas, TX, USA).

C. Data analysis

The following steps were applied to the acquired signals
(steps 1 and 2 are not necessary for the monopolar case).

| EE]

| SNR
sOE ACT Linear signal
ACP — combination = i
= Correlatior
N terms processing orrelation
AUC
/
5%
SNR |
A
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Fig. 2. Description of data processing: All channels from the OE

are processed in ACP. Linear combinations with N terms are calculated
from SOF with the eigenvector WACF, N=2 corresponds to bipolar
configuration and N=3 to tripolar. Step (1) and step (2) are unnecessary for
monopolar configuration. From the simulated signal indicators are estimated.

1) Principal component analysis: PCA was applied to
the 16 OE channels to determine the linear combination
of channels that maximizes the variance associated with the
phrenic activity. OE signals were first centered to obtain a

matrix S (16x/V), where N is the size of an OE signal. Then,
the whitening matrix W was calculated from the PCA of S
and Z = W - S. The eigenvector, which maximizes phrenic
activity, was called WACF such that:

WAY = {W(k)/Vi, SNR(Z(i)) < SNR(Z(k))} (1)

2) Linear Combination: From WFCA vector, 3217, i =
120 bipolar combinations of OEs were synthesized:

Si” = WAL SOP+WACT (1)SPE /T = 4(i-1)+j,
i—1

J=4 -1+, K=(G-i)+16(G—1)+> k} ()
k=0

with ¢ € [1,4],5 € [1,4] and I < J.

3) Signal processing: Once the 120 dipoles have been
synthesized, the signal- noise ratio is estimated (method
described in [7]) and all S signals were bandpass filtered
in the 300-3000 Hz 1nterval using a 4-th order Butterworth
filter. A morphological filter is applied if any ECG artifacts
are present [8]. Then signals were filtered by a Savitzky-
Golay filter before extracting envelopes through a Hilbert
transform. The resulting envelopes were finally low-pass
filtered using a 20 Hz 4-th Butterworth. The same signal
processing is applied to S°F. Envelopes for Sy bP and S5E
signals are denoted E%% and ESF respectively.

4) Performance evaluation: Three performance indicators
were estimated [7]:
« Correlation coefficients between E%” and ESF,

e ROC curves and AUC estimations: Reference classes
were extracted from E°F and predictive classes from

each EYP.
o Signal-noise-ratio from each different channel (SNR =+
STD):
1 N
MAV = Z ||
i=1
mean(MAV(ENGp))
SNR =20l
o0 ean(MAV(ENGy))

where ENGp is ENG signal during bursts period and
ENG y outside.

A similar process was performed with a linear combination
of three OEs in order to obtain a tripolar configuration. In
such configuration only equation 2 is modified.

D. Statistical test

A left unilateral Wilcoxon rank-sum test between each
indicator from each configuration is used to estimate if the
modification of the results on the parameters is significant
(based on p-value annotated p) with a significance level
a=0.1.
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Fig. 3.

Raw signals after the PCA whitening step. The signals are classified in increasing order of eigenvalues. For each signal, the SNR is noted on the

right. The choice of the eigenvector is associated with the greatest value of SNR calculated from the whitened signals, here signal number 9.

III. RESULTS
A. Monopolar configuration

The performances in monopolar configuration were ex-
tracted from a previous published work of our team [7] and
were summarized in table I. In monopolar configuration,
mean SNR was 5.51 dB£ 3.61 with a maximum of 8.87
dB, mean correlation was 0.798 4+ 0.191 and mean AUC
was 0.92 £ 0.07.

TABLE I
RESULTS IN MONOPOLAR CONFIGURATION

Mean STD Min Max
SNR (pre-filtering) | 3.82 dB | 2.65dB | 0.37 dB | 6.82 dB
SNR (post-filtering) | 5.51 dB | 3.61 dB | 0.67 dB | 8.87 dB
Correlation 0.798 0.191 0.391 0.935
AUC 0.92 0.072 0.708 0.99/1

B. Bipolar configuration

The maximum SNR value (5.65 dB) was found at the 9-
th vector of the whitening matrix, which was used to define
WPCA Figure 4 shows an example of synthesized bipolar
recording obtained by Sf F and Sg £, A good simulation re-
sult is visually observed with visible phrenic bursts similar to
those recorded by the SE. The SNR of the simulated channel
is 6.85 dB before filtering and 10.17dB after filtering. The
correlation coefficient is 0.94 with a detection score of 0.99
based on the AUC calculation.

The results of all S;’fp are given in the table II. The
average SNR of the entire configuration was 6.64 £+ 2.22
dB with a maximum of 10.18 dB. The post-processing mean
correlation coefficient was 0.84 £ 0.19 and the mean phrenic
burst detection AUC was 0.95+ 0.1. In order to compare the
SNR of the simulated channels to the reference, the SNR of
ESE was estimated at 15dB. Compared to the monopolar
configuration, results from the bipolar configuration showed
a significant increase in the SNR post-filtered (p=0.077),
correlation (p=0.003) and AUC (p=1.30.10"%), while the
SNR pre-filtered increase was not significant (p=0.19).

TABLE 11
PERFORMANCE ON ALL 120 BIPOLAR CONFIGURATIONS AVAILABLE

Mean STD Min Max
SNR (pre-filtering) 455dB | 2.22dB | 0.07 dB 7.43 dB
SNR (post-filtering) | 6.64 dB | 3.12dB | 0.04 dB | 10.18 dB

Correlation 0.84 0.19 0.03 0.95
AUC 0.95 0.1 0.51 0.99/1

SR = 15 dB

SNR = 10.17 dB

SNR = 6.85 dB
e e el
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Fig. 4. From top to bottom: i) In red is the envelope of the reference
signal SE. ii) The envelope of the synthesized signal between channel 1.1
and channel 3.4 of the OE matrix. iii) The raw signal of the synthesized
signal between channel 1.1 and channel 3.4 of the OE matrix

C. Tripolar configuration

Concerning tripolar configuration, results are given in table
III. The average SNR of the entire configuration was 7.13 +
7.80 dB with a maximum of 12.85 dB. The post-processing
mean correlation coefficient was 0.88 £ 0.02 and the mean
phrenic burst detection AUC was 0.95+ 0.1. For each
performance indicator, maximum values were higher and
minimum values were lower than in bipolar configuration..

TABLE III
PERFORMANCE ON ALL 1680 TRIPOLAR CONFIGURATIONS AVAILABLE

Mean STD Min Max
SNR (pre-filtering) | 4.89 dB | 4.00 dB | 0.02 dB 9.27 dB
SNR (post-filtering) | 7.13dB | 7.80 dB | 0.03 dB | 12.85 dB
Correlation 0.88 0.02 0.03 0.97
AUC 0.95 0.1 0.51 0.99/1




Compared to the monopolar configuration, results from
the tripolar configuration showed a significant increase in the
SNR pre-filtered (p=0.065), the SNR post-filtered (p=0.022),
the correlation (p=2.49.10~%) and the AUC (p=1.59.1075).
Values measured in the tripolar configuration were also sig-
nificantly different from those obtained in bipolar configura-
tion (SNR pre-filtered, p=0.069; SNR post-filtered, p=0.063;
correlation, p=0.082; AUC, p=0.079). Thus, the tripolar con-
figuration provided better performances than both monopolar
and bipolar configurations, with in return a greater number
of calculations and configurations.

IV. DISCUSSION

The objective of this study was to test the hypothesis that
bipolar and tripolar configurations derived from the same OE
grid improve nerve burst detection compared to monopolar
configuration (see our previous results in [7]). Four indicators
were used to assess the quality of nerve signals. Results
from bipolar configuration showed a significant increase in
three indicators, whereas all four indicators were increased
in tripolar configuration. Also tripolar configuration provided
significantly better performance than bipolar configuration.
For each indicator, increases were found for averaged and
maximum values. However, very low minimum values were
also obtained with both bipolar and tripolar configurations.
Those results suggest that a tripolar configuration allows a
better selection and optimization of the available channels
from the OE grid. Selecting the right linear combination is
critical to increase nerve burst detection performance.

When wrapped around the phrenic nerve the OE diameter
was 250 pm. This diameter was chosen to preserve nerve
integrity as the diameter of the rat phrenic nerve is slightly
smaller (160 to 220 um). Therefore, the quality of nerve-
electrode contacts may vary from one site to another, partly
explaining the values measured for the four indicators. In-
deed, the highest values may be due to perfect electrode-
tissue interface, while the lowest may be imputable to
bad nerve-electrode contacts. Poor electrode-tissue interfaces
may even highlight the noise component. These changes in
quality of the electrode-tissue interface are inherent to the
recording method, and also represent a major determinant
for the selection of the optimal recording setup. However,
certain combinations of dipoles or tripoles highly improved
the signal detection as seen with the SNR, correlation and
AUC. Thus the methods and results described herein may be
critical to optimize nerve burst detection, in particular in the
context of closed-loop stimulation protocols [3].

These results are a first approach to spatial selectivity.
Depending on the functional and anatomical structure of
the nerve, certain phenomena may be better observed in
certain volumes of the nerve. The phrenic nerve is composed
of a majority of motor fibers. 30-45% are sensory fibers
[9]. The vast majority of motor fibers (97%) correspond
to alpha-axons, and the rest (3%) are gamma-axons [10].
Synthesizing linear combinations of these electrode pathways
could allow us to isolate a volumetric behavior associated
with the activity of certain types of active fibers, thus being

able to record or even stimulate these fibers in particular.
With this differential method, we can extract features of the
nerve if the nerve-electrode interface allows it.

V. CONCLUSIONS

The main contribution of this work is to propose signal
processing methods in order to improve selective recording
of a multicontact OE. Bipolar and tripolar configurations
were shown to significantly enhance bursts detection on
PHR activity by increasing correlations between simulated
channels and SE envelopes and AUC values calculated from
ROC curves. Results also showed a significant increase of
SNR after filtering between monopolar and tripolar config-
uration. The improvement of OE performances, based on
the proposed signal processing tools, are promising for the
recording of multiple ENG signals in peripheral nerves. Fu-
ture work will be carried out to choose the best configuration
to improve selective recording or stimulation with the best
optimization for closed-loop neuromodulation therapy.
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