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I. L'électroconvulsivothérapie.

L’¢lectroconvulsivothérapie ou ECT, a été initialement développée dans les années
1930, pour le traitement des maladies mentales. Cerletti et Bini ont développé le premier
appareil permettant d’induire une crise convulsive par un courant électrique, donnant a ce
traitement le nom péjoratif « d’électrochoc ». Le caractére impressionnant des crises
convulsives provoquées par les décharges électriques, et les accidents traumatiques sérieux
qui pouvaient étre induits ont contribué a la mauvaise image de cette thérapie. Aprés une
diminution jusqu’a I’arrét de son utilisation durant 20 ans, I’ECT revient dans les années 1980
parmi les options de traitement des pathologies psychiatriques, avec une application
preférentielle pour les états dépressifs majeurs (Vanelle et al., 2008).

1. Indications de I’'ECT.

Les pathologies psychiatriques sont des affections lourdes de longue durée, avec un
impact économique et sociétal important. Une personne sur quatre souffre de troubles
mentaux ou neurologiques dans le monde, ce qui représente actuellement environ 450
millions de personnes, placant les troubles mentaux dans les causes principales de morbidité
et d’incapacité a I’échelle mondiale (OMS, rapport sur la santé mondiale 2001).

Différentes classifications peuvent étre faites pour décrire les troubles psychiatriques,
soit par la catégorisation en pathologies (classification catégorielle), soit par la catégorisation
des différents types de symptomes exprimés chez les patients (classification dimensionnelle).
Cette derniére classification apparait plus pertinente face aux symptémes qui peuvent étre
communément exprimés dans les différentes pathologies psychiatriques. Comme illustré dans
la Figure 1, les patients atteints d’épisodes dépressifs majeurs, de schizophrénie ou de trouble
bipolaire peuvent présenter des symptémes similaires avec des niveaux d’expression qui
varient selon la pathologie. On peut par exemple citer la présence de troubles cognitifs dans

les trois pathologies.
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Dépression majeure Schizophrénie

Symplomes positifs

Symptomes positifs

Symptomes .
Manie ymp gt Svmpidmes
négatifs Manie néuatifs
Dépression Svmptomes Dépression Symptémes
cognitifs cognitifs
Troubles bipolaires Troubles Schizoaffectifs
Symptomes positifs Sympiomes positifs
anie Symptomes Manie Symptomes
Manie négails négatils
Dépression Svmpldmes Dépression Symplomes
) cognibfs

cognitifs

Figure 1: Schéma illustrant I’expression des différents types de symptdmes communs aux pathologies
psychiatriques.

Chaque pentagone représente une pathologie psychiatrique, la dépression majeure est illustrée en rose, la
schizophrénie en bleu, les troubles bipolaires en vert, la pathologie de type schizoide est illustrée en violet.
Chaque sommet représente une dimension (ensemble de symptomes) associée a la pathologie. Les lignes rouges
correspondent a I’intensité relative de chaque dimension dans une pathologie donnée (Modifié de van Os et
Kapur 2009).

Les traitements pharmacologiques des pathologies psychiatriques, sont généralement
efficaces. Cependant, ils doivent étre mis en place progressivement, et leur délai d’action peut
étre important. Par exemple, avec les antidépresseurs le début de 1’amélioration est obtenu
apres 1 a 3 semaines de traitement, la réponse thérapeutique compléte aprés 2 a 8 semaines et
le traitement doit étre prolongé sur plusieurs mois. De plus seulement 30% des patients
montrent une remission et 30% ne répondent pas a ce traitement, on parle alors de dépression

résistante aprés 1’échec de deux traitements pharmacologiques successifs bien conduits
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(Sackeim, 2001; Nestler et al., 2002 b). Cette reponse pharmacologique peut étre
problématique lorsque I'état des patients nécessite une prise en charge rapide en situation
d'urgence comme par exemple lorsque leur pronostic vital est engagé (risque suicidaire,
altérations graves de 1’état général).

L’existence de résistance aux agents pharmacologiques, de la latence d’action de ces
agents pharmacologique face a des situations ou il y a un risque vital pour les patients, a
nécessité le retour d’une ancienne thérapie non pharmacologique et rapidement efficace :

1’¢lectroconvulsivothérapie ou ECT.

L’ECT peut étre utilisée en premiére intention s’il existe un risque vital a court
terme, ou lorsque la prise d’agents pharmacologiques n’est pas compatible avec 1’état de santé
du patient. Elle peut étre utilisée en seconde intention suite a I’échec de plusieurs séquences
de traitements pharmacologiques (ANAES 1998). Les indications principales de ’ECT sont
les épisodes dépressifs majeurs. Pour ces états, 'ECT présente une efficacité curative a

moyen terme évaluée a 85-90% de patients répondeurs (ANAES 1998).

L’ECT peut également étre utilisée pour les syndromes catatoniques (présents dans les
états dépressifs séveres et la schizophrénie), pour la schizophrénie résistante aux agents
pharmacologiques, et pour les épisodes maniaques (définis par des épisodes d’excitations
pathologiques survenant au cours de 1’évolution d’un trouble bipolaire).

Les troubles dépressifs et certains symptémes de la schizophrénie étant les indications

préferentielles de ’ECT, je développerai par la suite, uniquement ces deux pathologies.

A Les troubles dépressifs.

La dépression est 1’une des principales causes de handicap dans le monde, prés de 350
millions de personnes de tous ages en sont atteints (OMS, aide-mémoire N°396, avril 2016).
Un des indicateurs les plus utilisé pour étudier I’impact des maladies est le DALY « Disability
Adjusted Life Year », qui représente le nombre d’années « perdues » & cause de la maladie.
Le classement 2012 montre que les troubles dépressif unipolaire sont gieme pour le DALY au
3ieme

niveau mondial et au niveau Européen (juste derriere les AVC et les ischémies

cardiaques). De plus, I’'OMS prévoit que les troubles dépressifs seront au 3*™ rang mondial

pour I’année 2020. L’épisode dépressif majeur (EDM) est un probléme de santé publique
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important avec une prévalence sur la vie entiére d’environ 20% (HAS, ALD n°23- Troubles

dépressifs récurrents ou persistants de 1’adulte, février 2009).
a) Symptomes.

L’¢épisode dépressif majeur est caractérisé principalement par une humeur dépressive
ou une perte d’intérét ou de plaisir pour presque toutes les activités. Le patient doit également
présenter quatre symptomes supplémentaires parmi la liste suivante : changement d’appétit ou
de poids, du sommeil et de D’activité psychomotrice ; réduction de 1’énergie ; idée de
dévalorisation ou de culpabilité ; difficultés a penser, a se concentrer ou a prendre des
décisions ; idées de mort récurrentes, idées suicidaires, plans ou tentatives de suicide. Ces
symptdmes doivent étre présent pratiquement toute la journée et presque tous les jours durant
au moins deux semaines consecutives. De plus, ces symptdmes ne doivent pas étre explicables
par une cause physiologique (lié a une substance ou une maladie), ou en réaction a la mort
d’un étre cher (DSM-VI).

b) Altérations et étiologie.

Il a longtemps été recherché des marqueurs permettant de diagnostiquer les
pathologies psychiatriques, dont la dépression. Cependant, plusieurs raisons rendent la
recherche de marqueurs diagnostiques des maladies psychiatriques chez I’Homme
compliquée. D’une part, les maladies psychiatriques sont souvent trés complexes en termes
d’expression clinique, d’étiologie, de comorbidité¢ et les études patissent du manque
d’homogénéité des caractéristiques cliniques des patients ou de la taille réduite des groupes
inclus. D’autre part, les parametres biologiques accessibles chez I’homme sont réduits en
nombre et sont souvent des index indirects d’un mécanisme altéré au niveau central dans la
pathologie psychiatrique. Malgré ces difficultés un certain nombre d’altérations ont pu étre

identifiées chez une majorité des patients atteints de dépression.

— Neuro-anatomie.

Les études histologiques post-mortem et celles utilisant différentes techniques
d’imagerie ont mis en évidence des altérations du volume de certaines structures cérébrales
impliquées dans la physiopathologie de la dépression.

Chez les patients atteints de dépression, I’altération anatomique la plus souvent
rapportée est une diminution de volume de I’hippocampe (Campbell and MacQueen, 2006;

Konarski et al., 2008). D’autres régions cérébrales sont altérées dans cette pathologie, avec
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une variation selon les régions. Ainsi, il a été observe une altération de volume du thalamus,
de I’amygdale et du cortex frontal, auquel s’ajoute le cortex cingulaire et le striatum
(Campbell and MacQueen, 2006; Konarski et al., 2008; Rot et al., 2009).

La structure méme de ces régions est également impactée, avec une diminution de la
densité cellulaire ou de zone contenant les arborisations dendritiques, jusqu’a trouver une
diminution du nombre d’épines (Rajkowska, 2000; Manji et al., 2001; Banasr et al., 2011,
Bennett, 2011; Kang et al., 2012; Calabrese et al., 2016).

— Activité cérébrale.

Chez des patients atteints de dépression, il a été observé par IRM, des modifications
du débit sanguin dans différentes régions cérébrales, tel que le cortex préfrontal et cingulaire,
I’hippocampe, le striatum, I’amygdale et le thalamus (Nestler et al., 2002 a; Drevets et al.,
2008; Muller et al., 2016).

— Neurotransmission.

La dérégulation de la dopamine a été impliquée dans la physiopathologie de la
dépression, par son rdle principal dans le circuit de la récompense, qui pourrait ainsi étre
responsable de 1’anhédonie observée chez les patients (Nestler and Carlezon Jr, 2006; Dunlop
and Nemeroff, 2007). Quelques études ont montré différentes dérégulations des systemes
glutamatergique et GABAergiques (Hasler et al., 2007; Sanacora et al., 2008). Cependant, la
neurotransmission la plus impactée dans la dépression semble étre celle de la sérotonine. En
effet, les antidépresseurs les plus couramment utilisés ciblent les transporteurs responsables
de la recapture de la sérotonine (SERT) (ANAES mais 2002). L’effet de ce traitement a pour

conséquence d’augmenter la neurotransmission sérotoninergique.

— Axe hypothalamo-hypophysaire (HPA).

Une altération de I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (axe HPA) et des
glucocorticoides a été observée chez les patients atteints de dépression. Comme illustré dans
la Figure 2, cet axe est composé de différentes structures liées par des interactions directes et
de rétrocontréle. L'axe HPA joue un r6le dans la réponse au stress; ainsi le stress va activer
directement 1’hypothalamus ou indirectement par [D’intermédiaire de 1’amygdale.
L’hypothalamus va libérer le facteur CRF (pour 1’anglais Corticotropin-releasing factor), qui
par la stimulation des récepteurs au CRF de type 1 (CRF;) de I’hypophyse (ou glande
pituitaire), va induire la libération de corticotrophine aussi connue sous le nom d’ACTH (pour

I’anglais Ardeno-Corticotrophic Hormone). Le CRF va également stimuler les récepteurs
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CRF; de I’hypothalamus induisant une libération supplémentaire de CRF. L’ACTH va
stimuler les glandes surrénales induisant la production de I’hormone dite du stress : le cortisol
(corticostérone pour les rongeurs). Par I’intermédiaire de ces récepteurs (récepteurs aux
glucocorticoides), elle va agir sur de nombreux organes, dont le cerveau et plus
particuliérement 1’hippocampe, qui va moduler I’axe. Le cortisol circulant va induire un
rétrocontrdle négatif sur I’axe par les récepteurs aux glucocorticoides notamment au niveau de

I’hypothalamus et I’hypophyse.

Amygdala Hippocampus
A—
Via
glucocorticoid
+ - receptors

Hypothalamus <«

+
Via corticotropin- Corticotropin-
releasing factor releasing factor
type 1 receptors
+
Pituitary <—
Corticotropin
+
Adrenal
gland

Cortisol

Figure 2: Axe Hypothalamo-hypophysaire-surrénalien.
Pituitary : glande pituitaire ou hypophyse ; Adrenal gland : glande surrénale ; Croticotropin-releasing factor :
CRF ; Corticotrophin : ACTH (Rot et al., 2009).
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Les patients atteints de dépression, présentent a une hyperactivité de 1’axe, induisant
un niveau élevé de glucocorticoides circulants (Reus et al., 1985; Barden et al., 1995; Wong et
al., 2000; Carroll et al., 2012). Ce niveau élevé de glucocorticoides peut étre considéré comme

un bio-marqueur de la dépression (de Kloet et al., 2005; Lopez-Duran et al., 2009).

— Microglie et systeme immunitaire.

Une théorie récente, propose I’implication du systéme immunitaire dans la
physiopathologie de la dépression (Frick et al., 2013; Yirmiya et al., 2015). Il a été observé
une altération de la microglie (activation, augmentation de la densité) chez des patients
atteints de troubles de I’humeur dont la dépression (Bayer et al., 1999; Steiner et al., 2008).
De plus, de nombreuses études ont observeé des anomalies des cytokines chez des patients
atteints de dépression (Dowlati et al., 2010), ou inversement, observé des symptémes de

dépression chez des patients traités avec des cytokines (Udina et al., 2012).

— Etiologie.

Les mécanismes responsables de la dépression restent a ce jour non élucidés.
Cependant certaines théories ont été énoncées. Il est proposé que la dépression résulte d’une
interaction entre des facteurs environnementaux et des facteurs génétiques. Le facteur
environnemental le plus important étant le stress (Paykel, 2003; Charney and Manji, 2004).
Des études génétiques chez des jumeaux suggérent que les origines de la dépression seraient
influencées pour environ 25-30% par les facteurs génétiques et 75% par des facteurs
environnementaux (Kendler and Karkowski-Shuman, 1997; Sullivan et al., 2000; Henn et al.,
2004; Henn and Vollmayr, 2005).

B Laschizophrénie.

On pourrait définir simplement la schizophrénie comme étant une « perte de contact
avec la réalité » (Fondation des maladies mentales) mais cela ne suffirait pas a définir
correctement cette pathologie complexe. On peut plutdt parler d’un ensemble de symptomes
variant d’un patient a 1’autre, regroupés sous le terme « les schizophrénies », de par la
complexité a décrire les différents symptémes entrant en considération pour la caractérisation
de cette pathologie.

La schizophrénie est une pathologie chronique qui touche 1% de la population
mondiale. Les patients diagnostiqués pour la schizophrénie ont 2 a 3 fois plus de risque de
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mourir que la moyenne de la population (Saha et al., 2007; Thornicroft, 2013), et cette

mortalité n’a fait qu’augmenter ces derniéres décennies.

a) Symptomes.

Généralement, les descriptions des symptomes de la schizophrénie s’accordent sur la
décomposition en symptémes positifs, négatifs, cognitifs associés a des troubles thymiques
(troubles de I’humeur). Les troubles thymiques peuvent étre divisés en épisodes dépressifs et
épisodes maniaques (van Os and Kapur, 2009). En plus de ces quatre types de symptémes,
des troubles moteurs peuvent parfois étre identifiés (Tsoi et al., 2008; Tandon et al., 2009).
L’expression de ces symptomes et I’intensité avec laquelle ils sont exprimés sont variables en

fonction de chaque patient.

Les symptomes positifs sont décrits comme étant une perception altérée de la réalité.
lIs incluent les hallucinations, les délires et autres altérations de la réalité (Tandon et al.,
2009).

Les symptdmes négatifs, peuvent étre également appelés symptdmes déficitaires. Ils
comportent une altération du ressenti émotionnel et de son expression, un manque d’initiative
(apragmatisme), une pauvreté du discours ou de la conversation (alogie), une perte d’intérét
ou de plaisir pour une situation qui normalement en procure (anhédonie), un manque d’intérét
(apathie) et une diminution de ’interaction sociale.

Les symptdmes cognitifs correspondent aux défauts mnésiques, tel qu’une altération
de la mémoire de travail, un défaut d’apprentissage, un défaut de planification ou encore un
déficit attentionnel.

Les troubles thymiques font souvent référence a des épisodes dépressifs pouvant étre
accompagnés d’épisodes maniaques. Les épisodes maniaques sont caractérisés par une

hyperactivité, une euphorie et une diminution du sommeil.

b) Altérations et étiologie.

De nombreuses altérations ont été observées chez les patients atteints de schizophrénie

et ce au niveau de 1’anatomie cérébrale ainsi qu’au niveau de son activité.
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— Anatomique.

Au niveau anatomique des altérations du volume de certaines régions cérébrales ainsi
que leurs connectivités peuvent étre observéees. Parmi ces altérations, les plus fréquentes sont,
une réduction du volume cérébral global et une diminution du volume de I’hippocampe, de
I’amygdale et du cortex préfrontal et enfin une augmentation de la taille des ventricules
latéraux (Ward et al., 1996; Lawrie and Abukmeil, 1998; Nelson et al., 1998; Konick and
Friedman, 2001; Shenton et al., 2001; Glahn et al., 2008). Parmi les altérations de
connectivité, les plus importantes observées a ce jour sont une reéduction de la taille du corps
calleux et du fornix (Arnone et al., 2008; Kndchel et al., 2016). De plus, ces altérations

semblent étre corrélées aux déficits cognitifs (Kndchel et al., 2016).

— Fonctionnel.

Au niveau fonctionnel, plusieurs altérations ont été rapportées comme une hypo-
frontalité (diminution de I’activité du cortex préfrontal observée lors de taches cognitives par
IRM fonctionnelle) (Hill et al.,, 2004) et la dérégulation de certains systemes de
neurotransmission. Les systtmes décrits comme impactés sont, les systémes
dopaminergiques, glutamatergiques et GABAergiques, pour les principaux.

L’hypothése d’une dérégulation de la dopamine comme une des causes de la
pathologie provient en majorité d’évidences indirectes. La principale provient du mécanisme
d’action des antipsychotiques, traitement de choix de la schizophrénie qui ciblent
principalement le récepteur D2 de la dopamine (Seeman et al., 1975). Une autre évidence
indirecte, est I’effet psycho-mimétique des agonistes dopaminergiques tel que 1’amphétamine
(Snyder et al., 1974; Castner and Goldman-Rakic, 1999).

Des altérations du systéme glutamatergique ont aussi été rapportées. Il a été observé
une diminution du glutamate présent dans le liquide cérébrospinal (Kim et al., 1980), ainsi
qu’une diminution de ’expression de récepteurs au glutamate (type NMDA) dans le cortex
préfrontal et dans 1’hippocampe (Harrison et al., 2003). La prise d’antagonistes
glutamatergiques (kétamine ou phénylcyclidine) déclenche des symptdmes psychotiques
(Javitt and Zukin, 1991; Javitt, 2010). Ces observations renforcent 1’hypothése d’un rdle
possible du systeme glutamatergique chez les patients schizophrénes.

Les évidences d’une altération du systtme GABAergique sont de plus en plus
présentes. Plusieurs études post-mortem ont montré une altération du metabolisme du GABA

majoritairement retrouvée au niveau du cortex préfrontal (Guidotti et al., 2000; Volk et al.,
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2000; Akbarian and Huang, 2006; Curley et al., 2011), ce qui a été complété par des études
fonctionnelles par IRMf (Tso et al., 2015). Ces résultats ont ainsi donné lieu a I’hypothése
d’un dysfonctionnement GABAergique dans les origines de la schizophrénie (Nakazawa et
al., 2012).

— Etiologie.

Malgré de nombreuses études les causes de la schizophrénie restent encore mal
connues. Cependant il a longtemps été suggéré que cette pathologie avait de fortes bases
génétiques. En effet des études familiales ont montré qu’il existait un risque plus élevé pour
les proches de patients (Shih et al., 2004), avec une héritabilité de la schizophrénie estimé a
80% (Cardno and Gottesman, 2000). De toutes les études, il est ressorti qu’un certain nombre
de geénes seraient impliqués dans la schizophrénie sans qu’une seule mutation constitutive
puisse étre associée au développement de la schizophrénie. Les génes avec les plus fortes
évidences sont dysbyndin (DNTBP1), neurégulin 1 (NRG1), catéchol-O-méthyltransférase
COMT, disrupted in schizophrenia DISC1, mGIuR3, proline dehydrogenase (PRODH), D-
amino acid oxidase activator (DAOA) et la DAO (tableau n°1)(Harrison and Weinberger,
2004).
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Gene Role suggéré

Dysbidin A .
(DTNBP1) Role dans le relargage glutamatergique
Neuregulin 1 Plusieurs roles, dont au niveau de la plsaticité synaptique, le
(NRG1) neurodéveloppement et 'activité des neurotransmetteurs
Catechol—O-,rn ethy- Enzyme impliqué dans le métabolisme des monoamines dont
Itransférase la dopamine
(COMT) P

Impliqué dans le neurodéveloppement embryonnaire
(migration et croissance axonale), la synaptogénése et
l'intégration des neurones néoformés dans la neurogénese

Disrupted in
schizophrenia 1

(PISED adulte
Meta}ggxgg Recepteur métabotropique du glutamate affectant
rg;.ceptor 3 majoritairement le relargage glutamatergique en
(mGluR3) présynaptique
Proline
dehydrogenase Modultaion de la transmission synaptique
(PRODH)

D-amino acid
oxidase activator
(DAOA)

Pourrait affecter le ratio L-/D- serine, qui aurait un role dans la
régulation du récepteur NMDA

Tableau 1: Génes candidats présentant le plus d’évidences dans la susceptibilité a la schizophrénie.
Modifié de Picker J., 2005

Les facteurs génétiques ne sont pas les seuls a étre impliqués, comme le suggérent les
études ou le taux de concordance entre les jumeaux monozygote est de 50% (Cardno and
Gottesman, 2000; Shih et al., 2004) . Des facteurs environnementaux jouent un réle dans le
développement de la schizophrénie. Par exemple, des altérations de santé de la mére pendant
la grossesse (Rantakallio et al., 1997; Brown et al., 2001), des complications périnatales
(Geddes and Lawrie, 1995; Cannon et al., 2002), la consommation de cannabis a
I’adolescence (Semple et al., 2005; Moore et al., 2007) pour n’en citer que quelques-uns,
contribuent au développement de la pathologie.

Ainsi une interaction entre facteurs génétiques et environnementaux est 1’hypothése
actuelle des origines de la schizophrénie. Cependant la maniere dont ses facteurs interagissent

entre eux reste mal compris.
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2. Le principe de I'ECT.

Une séance d’ECT consiste a appliquer un courant ¢lectrique sur le scalp du patient,
dans le but d’induire une crise convulsive généralisée. Les séances d’ECT sont répétées sur
plusieurs semaines sous forme de cure (en moyenne 1 a 3 séances par semaine, pour un total
de 6 a 12 seances ; NICE 2003), le nombre de séances est dépendant de chaque patient et
fonction de la réponse au traitement.

Depuis le début de I’ECT, de nombreuses améliorations ont été apportées, notamment
avec le développement de directives d’utilisation, de recommandations et de modalités
d’application des ECT, ainsi que ’abandon du terme ¢électrochoc (ANES 1998). Aujourd’hui
la pratique des ECT est fortement encadrée avec 1’obligation du consentement signé du
patient et I’obligation de la pratique de la séance sous anesthésie générale et curarisation
(ANES 1998). Le curare, qui est un paralysant musculaire, est utilisé pour éviter les blessures
pouvant étre induites par la crise convulsive. Une anesthésie breve est pratiquée pour
diminuer 1’anxiété des patients pouvant &tre provoquée par la paralysie induite par le curare.

L’ECT a des effets secondaires, tels que des troubles immédiats, a savoir des
céphalées, des nausées, une amnésie transitoire, un état confusionnel, qui disparaissent
rapidement aprés la séance d’ECT (quelques minutes a quelque heures). Des troubles
mnésiques plus importants peuvent étre observés, avec une amnésie rétrograde et/ou
antérograde. Le plus souvent ces troubles ne persistent pas, les troubles mnésiques rétrogrades
pouvant dans quelques cas, étre plus durables. L’ECT n’induit pas de Iésions cérébrales
visibles avec les techniques disponibles aujourd’hui. Dans les effets secondaires, nous
pouvons inclure le fort taux de rechute dans les mois (2 a 6) suite a la fin du traitement, si
aucune continuité de traitement n’est réalisée.

Malgré I’efficacité reconnue de cette thérapie, les mecanismes biologiques sous-
tendant les effets thérapeutiques restent mal connus. La méconnaissance des modalités
d’action et la mauvaise image de I’ECT discréditent cette thérapie, autant chez les praticiens
que chez les patients. L’identification des mécanismes d’action des ECT, permettrait
d’améliorer ses effets secondaires, son image et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.

Les techniques d’imagerie cérébrales (IRM anatomique, IRM fonctionnelle, Imagerie
par tenseur de diffusion ou DTI, Tomographie par Emission de Positrons ou TEP,
spectroscopie par résonance magnétique) ont dans un premier temps permis d’étudier certains

effets de ’ECT (partie 4 modifications biologiques de I’ECT/ECS). Cependant le manque
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d’accessibilité a certains parametres biologiques, a nécessité 1’étude des effets des ECT chez

les animaux.

3. La stimulation électro-convulsive ou ECS, le modele animal de

I'ECT.

Afin d’identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-tendant les effets
bénéfiques des ECT, il a été développé le modele animal de I’ECT : la stimulation électro-
convulsive ou ECS.

Comme chez I’Homme, les ECS consistent a appliquer, sous anesthésie, des
stimulations électriques induisant des crises convulsives tonico-cloniques. La premiéere phase
dite tonique, consiste en une contraction musculaire tonique (sans mouvement répété), a
laquelle s’ajoute une deuxiéme phase dite clonique, caractérisée par des mouvements répétés.

Dans un premier temps, les études ont été réalisées avec 1’administration d’une a trois
stimulations répétées. Puis différents protocoles ont été mis en place pour étre au plus proche
des protocoles réalisés chez I’Homme, avec un mode d’administration sous forme de cure
d’ECS (une séance quotidienne répétée sur deux a trois semaines). Cependant, il n’y a aucun
consensus quant au protocole a adopter chez les animaux. Le nombre peut varier de 5 a 12
stimulations au total, répétées tous les jours ou un jour sur deux, avec héanmoins toujours une

seule stimulation quotidienne (Scott et al., 2000; Wennstrém et al., 2003; Hellsten et al., 2004
a).

A Les modeéles animaux.

Le développement de modeles animaux pour 1’étude des troubles neuropsychiatriques
représente actuellement un défi majeur (Krishnan and Nestler, 2011). Ces modeles sont
nécessaires pour comprendre la physiopathologie de ces maladies et pour développer des
traitements bases sur de nouvelles cibles moléculaires.

Pour valider un modeéle animal, des critéres ont été proposés (McKinney and Bunney,
1969) :

- la validité d’apparence (ou isomorphie) : Le modéle doit présenter des traits
comportementaux et/ou biologiques (physiologiques) similaires aux symptdmes observés
pour la pathologie humaine modélisée.

- la validité de construction (ou homologie) : La création du modeéle doit étre
réalisée a partir d’éléments connus comme étant la ou les causes de la pathologie humaine

modélisée.
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- la validité de prédiction : Le modele animal doit répondre de facon similaire

aux traitements connus de la pathologie humaine modélisée.

B Les modéles animaux associés aux ECS.

L’étude des effets biologiques des ECS a principalement été réalisée sur des rongeurs,
impliquant soit des animaux « naifs » soit des modélisations animales pour la dépression.
Quelques rares études ont analysé les effets des ECS chez des primates non-humains
« naifs »,

Les modéles animaux pour la dépression consistent a générer des animaux qui
présentent des altérations reminiscentes des altérations connues dans la pathologie, tant a un
niveau comportemental que neurobiologique. Les modeles animaux pour la dépression sont
soit des modeles spontanés, qui par sélection et croisement de lignées présentent
naturellement des altérations associées a la pathologie, soit des modeles induits, qui
présentent des altérations réminiscentes de la dépression suite a une manipulation, tel que

I’injection de produit ou I’application d’un stress.

a) Modéles spontanés, génétiques.

Deux modeles qui peuvent étre qualifiés de spontanés, ont été utilisés pour étudier les
effets des ECS : les rats cLH pour « congenitally Learned Helpless » et les rats FLS pour
« Flinder Sensitive Line ». lls sont tous deux considérés comme des modeles génétiques de

dépression.

— Lesrats cLH.

Le développement de cette lignée a démarré par 1’observation d’une résignation
apprise lors de la soumission de certaines lignées de rats face a une situation de stress
incontrélable avec un stimulus aversif. Partant de cette observation, les rats développant une
forte résignation aprés entrainement, étaient croisés entre eux. Et a I’inverse, comme lignée
contrle, les rats ne développant pas de résignation étaient croisés entre eux. Ainsi, deux
lignées sont générées avec différentes susceptibilités a la résignation. Au bout de plus de
cinquante genérations, la lignée cHL (pour congenitally Learned Helpless, a forte résignation)
et la lignée cNHL (pour congenitally Not Learned Helpless, a faible résignation), étaient

considérées comme valides, montrant une différence significative par rapport a la lignée
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d’origine, dans un test mesurant la résignation apprise. Le principe de ce test est de soumettre
le rat & une situation de stress incontrdlable avec un stimulus aversif (choc électrique par
exemple). Quand I’animal est ensuite placé dans une situation ou le stress est contrdlable,
c'est-a-dire qu’il a la possibilité de 1’éviter, I’animal n’apprend pas 1’évitement et ne fait
souvent pas d’efforts pour éviter le stress. Ce type de comportement de résignation est
commun a différentes espéces dont I’Homme et est assimilé a un symptome de la dépression
quand il est présent chez un animal.

La lignée cHL a été finalement validée en tant que modele pour la dépression en
montrant I’expression de caractéristiques chroniques associées a la dépression, a savoir
I’anhédonie et la 1éthargie (Vollmayr et al., 2004; Shumake et al., 2005). Les animaux de cette
lignée présentent également d’autres caractéristiques réminiscentes de la dépression, tel que
des altérations dans le systéeme sérotoninergique (Neumaier et al., 2002) et des altérations
d’adaptation au stress par ’axe HPA (King et al., 1993; Edwards et al., 1999).

— Lesrats FLS.

La lignée Flinder a été le premier modéle génétique de dépression développé et le plus
utilisé pour 1’étude des effets des ECS.

Initialement, cette lignée a été obtenue par croisement des rats les plus sensibles a un
agent anti-cholinestérase (le diisopropyl fluorophosphate ou DFP). Suite a I’observation d’une
plus grande sensibilité de patients dépressifs aux agonistes cholinergiques (Risch et al., 1981;
Janowsky et al., 1994), il a été reconnu que ces animaux s’apparentaient aux patients vis-a-Vis
de I’hypersensibilité du systeme cholinergique. De nombreuses études ont suivi montrant des
altérations exhibées par les animaux également retrouvées chez les patients. Ainsi, les
animaux de cette lignée présentent un retard psychomoteur et des altérations de 1’appétit et du
poids (Overstreet and Russell, 1982; Overstreet et al., 1986 b; Overstreet, 1993, 2002).
Cependant certaines caractéristiques comportementales associees a des symptdémes principaux
de la dépression, ne semblent pas retrouvées chez ces animaux, tel que I’anhédonie et les
troubles cognitifs (Overstreet et al., 1992; Pucilowski et al., 1993; Bushnell et al., 1995;
Matthews et al., 1996). Au niveau des systemes de neurotransmission, des altérations
similaires a celles presentes chez les patients sont également observées chez ces rats, a savoir
des modifications du systétme cholinergique, sérotoninergique, dopaminergique et
peptidergique (Zangen et al., 1997, 2001; Jiménez Vasquez et al., 2000; Jiménez-Vasquez et al.,
2000; Schwartz et al., 2003), alors que d’autres ne semblent pas altérés, tel que le systéme

noradrénergique et GABAergique (Overstreet, 1993). L’axe HPA, connu pour étre alteré chez
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les patients atteints de dépression, ne semble pas étre modifié chez ces animaux (Overstreet et
al., 1986 a). De plus, certaines des altérations présentes dans ce modeéle sont sensibles aux
traitements avec des antidépresseurs (Zangen et al., 1997).

— Conclusion des modeles génétiques.

En conclusion, les modéles génétiques de dépression utilisés pour 1’étude des effets
des ECS, présentent certaines caractéristiques pouvant étre associées a des symptémes de la
dépression ou du moins observés chez des patients dépressifs, validant le critére d’apparence.
Cependant ces modeles ne présentent que quelques caractéristiques de la symptomatologie de
la dépression, permettant d’étudier uniquement ceux-ci et non I’ensemble des symptomes

modélisables.

b) Modéles induits.

Ces modeles sont réalisés a partir de rongeurs « naifs » soumis a un protocole de stress
ou par administration d’agent chimique ou pharmacologique, dans le but d’induire des

troubles associes aux symptémes de la dépression.

— Induction par le stress: modele CUMS (Chronic Unpredictable Mild
Stress).

Ce modeéle est basé sur les observations montrant que le stress est le facteur
environnemental principal associé a la dépression (Kessler, 1997; Kendler et al., 1999; Keller
et al., 2007). De plus, il est aujourd’hui proposé que 1’exposition au stress pourrait interagir
avec des facteurs de risques génétiques et ainsi augmenter la susceptibilité a la dépression
(Caspi et al., 2003; Kaufman et al., 2006). C’est pourquoi il a été développé des modeles
animaux présentant des symptémes de la dépression majeure suite a une exposition au stress.
Pour ce faire, des rongeurs sains sont soumis a un stress qui peut étre de différent type (pour
plus de détails sur les différents modeles induits par le stress voir revue (Duman, 2010).

Pour I’¢étude des ECS, le protocole de stress le plus utilisé pour la modélisation de la
dépression est un stress chronique léger et imprévisible donnant au modéle le nom de CMS ou
CUMS pour Chronic Unpredictable Mild Stress. L’application de ce protocole a pour but de

modéliser un état dépressif chronique se développant graduellement en réponse a 1’exposition
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au stress. Divers protocoles de stress sont utilisés selon les études, mais ils partagent tous
I’application sur plusieurs jours de différents paradigmes induisant un stress léger, effectués
aléatoirement (& différents moments de la journee) et imprévisiblement (Katz et al., 1981;
Willner et al., 1987; Willner, 1997). Les caractéres différents, aléatoires et imprévisibles des
stress appliqués permettent d’éviter une habituation des animaux qui pourrait annuler I’effet
stressant du protocole (Magarin“os and McEwen, 1995). Les rongeurs sont ainsi exposés a
une série de conditions moyennement stressantes (5 a 6) appliquées une a deux fois par jours
durant plusieurs heures, sur une période de plusieurs semaines. Parmi les conditions de stress
léger, on peut citer la présence de lumiére durant toute la nuit, une restriction d’eau ou de
nourriture, ou encore 1’isolement social.

Les animaux ayant recu ce type de protocole présentent une anhédonie, une diminution
du toilettage, une altération de 1’état du pelage, une altération du sommeil, des comportements
sexuels et agressifs, et une diminution de 1’exploration(Katz et al., 1981; Willner et al., 1987;
Willner, 2005). Au niveau physiologique, ces animaux ont une augmentation de 1’activation
de I’axe HPA et des altérations du systéme immunitaire (Tannenbaum et al., 2002). Ces
observations valident le critére d’apparence (Willner, 2005). L’anhédonie présentée par les
animaux est réversible par des traitements antidépresseurs administrés chroniquement et non
en aigu, validant le critére de prédiction (Papp et al., 1996), puisque chez I’Homme la prise
prolongée du traitement est nécessaire a son efficacité.

Cependant ce modele présente quelques défauts, a savoir une difficulté de mise en

place et une faible reproductibilité des résultats entre laboratoires (Willner, 2005).

— Induction pharmacologique : modele CORT.

Un des systémes biologiques régulant le stress est 1’axe HPA. Un nouveau modeéle
animal a été récemment développé par modification de 1’axe HPA, le mod¢le CORT (Gregus
et al., 2005; Johnson et al., 2006; Gourley et al., 2008 a, 2008 b; Murray et al., 2008).

Le modele CORT, consiste a administrer a des rongeurs, de la corticostérone ou
CORT, qui est une hormone surrénalienne de 1’axe HPA faisant partie de la catégorie des
glucocorticoides. Cette administration quotidienne, est réalisée sur une période de 3 semaines
en moyenne. Les rongeurs ainsi traités, présentent au niveau comportemental, une anhédonie,
une diminution de la motivation et une altération du pelage par exemple (Johnson et al., 2006;
Gourley et al., 2008 a; David et al., 2009). Au niveau biologique, on peut observer chez ces

animaux, une altération de 1’axe HPA en réponse a un stress (Johnson et al., 2006), une
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diminution de la prolifération cellulaire dans 1’hippocampe, accompagné d’une diminution de
volume de ce dernier (A, 2004; Murray et al., 2008; David et al., 2009).

Ces altérations sont améliorées suite a la prise chronique d’antidépresseurs
(Murray et al., 2008; David et al., 2009).

Sa simplicit¢ de mise en ceuvre et 1’observation de plusieurs altérations
comportementales et biologiques associées a la dépression, ont fait de ce modeéle 1'un des plus

utilisé ces derniéres années.

4. Modification biologiques de I'ECT /ECS.

Les études chez I’'Homme des effets biologiques de I’ECT sont limitées, de par le
manque d’accessibilité a certains parameétres biologiques. Quelques études ont pu mesurer le
taux de certains facteurs pouvant étre impliqués tel que les neurotrophines, par dosages
sanguins. Les études des effets biologiques chez I’'Homme se font principalement par
I’utilisation de 1’imagerie médicale, qui permet une analyse anatomique et fonctionnelle
(métabolisme du glucose, débit sanguin et neurotransmission). Ces études sont intéressantes
mais en général effectuées sur un faible nombre de patients, en effet 1’état des patients ne
permet pas toujours de les inclure dans un protocole expérimental. Il est de plus quasiment
impossible d’étudier les effets des ECT seuls, les patients suivant (ou ayant récemment suivi)
le plus souvent un traitement pharmacologique.

Chez I’animal, de nombreuses études ont analysé les modifications biologiques aprés
un traitement aigu ou chronique par les ECS. Il est admis que les effets antidépresseurs des
ECT nécessitent une répétition de D’application de la stimulation, je détaillerai donc

uniquement les résultats obtenus apres une cure d’ECS.

A Modifications anatomiques et fonctionnelles de I'’encéphale.

Les ¢études d’imagerie anatomique chez I’Homme, ne montrent pas d’effet 1ésionnel de
I’ECT sur le plan structurel (Scott et al., 1990, 1991; Coffey et al., 1991; Zachrisson et al.,
2000; Giltay et al., 2008; Palmio et al., 2010), ceci a également été montré chez les primates
non humains suite aux ECS (Dwork et al., 2004, 2009). D’autres études ont montré une

augmentation du volume de I’hippocampe et de I’amygdale (deux structures impliquées dans
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la régulation des émotions et de la mémoire) a la suite d’ECT (Nordanskog et al., 2010;
Tendolkar, 2013; Ota et al., 2015; Jorgensen et al., 2016; Joshi et al., 2016).

Au niveau fonctionnel, le développement des techniques d’imagerie a permis un acces
grandissant a certaines modifications biologiques, tel que [D’activité¢ cérébrale et la
neurotransmission. Cependant le faible nombre de patients pouvant étre inclus dans les études
et leur hétérogénéité, aussi bien au niveau clinique qu’au niveau de leurs données
sociodémographiques, associés a I’utilisation de différents protocoles d’ECT, rendent Ila
comparaison de ces études difficile. Les études du métabolisme énergétique chez I’Homme
présentant des résultats contradictoires. En effet, méme si la plupart des études s’accordent sur
une réduction du métabolisme dans les régions frontales, toutes ne montrent pas de
différences significatives (Schmidt et al., 2008).

Les études réalisées chez 1’animal ont montré que les ECS augmentent le métabolisme
énergétique et oxydatif dans I’hypothalamus, I’hippocampe, le cortex piriforme et plus
globalement dans les régions cérébrales du systeme limbique (Orzi et al., 1987; Nobrega et
al., 1993; Sartorius et al., 2003 a, 2003 b; Biedermann et al., 2012).

B Modifications des systéemes de neurotransmission.

Différents systéemes de neurotransmission ont été montrés comme affectés apres un
traitement par ECS, tel que les systemes monoaminergiques, glutamatergiques,
GABAergiques et peptidergiques.

Au niveau monoaminergique, la neurotransmission  sérotoninergique &
particulierement été étudiée en raison de sa forte implication dans le traitement de la
dépression. En effet, les antidépresseurs les plus utilisées ciblent cette neurotransmission
(ANAES mais 2002). Les effets des ECS ont été décrits dans les régions contenant les corps
cellulaires sérotoninergiques, que sont les noyaux du raphé, et dans les zones de projections
telles que 1’hypothalamus, 1’hippocampe et le cortex préfrontal. Au niveau des noyaux du
raphé, il a été décrit que les ECS induisent une diminution de I’ARNm du transporteur de la
recapture a la sérotonine (SERT or 5HTT) (Shen et al., 2001), alors qu’il a été observé une
augmentation du nombre des SERT dans le cortex préfrontal (Hayakawa et al., 1995; Shen et
al., 2003). II a été suggéré que cette différence pouvait s’expliquer par un mécanisme de
compensation suite a I’augmentation de la transmission sérotoninergique induites par les ECS

(Baldinger et al., 2014). Cette hypothese est en accord avec 1’augmentation de la
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concentration d’un catabolite de la sérotonine (5HIAA) dans le cortex préfrontal, qui
confirmerait 1’activation de la neurotransmission serotoninergique par les ECS répétées
(Yoshida et al., 1998 a). Au niveau de I’hippocampe, une modulation des différents récepteurs
a la sérotonine a pu étre observée aprés les ECS (Ishihara and Sasa, 2001; Gur et al., 2002;
Mitchell et al., 2003). Ceci est accompagné d’une modification de leur sensibilité (Chaput et
al., 1991), qui pourrait étre liée a I’augmentation de leur nombre (Burnet et al., 1995;
Hayakawa et al., 1995).

Les catécholamines (dopamine et noradrénaline) ont également été fortement étudiées
pour leurs implications dans les pathologies psychiatriques et leurs modulations par les
traitements de ces pathologies. Pour le systtme noradrénergique, les études au niveau des
corps cellulaires du locus coeruleus, ont montré une diminution de [’activité électrique
spontanée et évoquée, associée a une augmentation de [’expression de la tyrosine
hydroxylase, enzyme faisant partie de la voie de synthése de la noradrénaline (Brady et al.,
1994; Tsen et al., 2013). Au niveau des zones de projections que sont le cortex et
I’hippocampe, les quantités tissulaires de noradrénaline sont diminuées (Stenfors et al 1995).

Parmi les catécholamines, ¢’est le systéme dopaminergique qui a été le plus étudie (cf
partie sur les altérations dans la schizophrénie et la dépression). Les résultats a ce jour tendent
a montrer une augmentation de la fonction dopaminergique aprés ECS. Cependant il
semblerait qu’il y est une différence de modulation de la neurotransmission dopaminergique
par les ECS selon la région cérébrale, mais les résultats sont conflictuels. En effet, il a été
observé une augmentation de la concentration tissulaire de dopamine dans le cortex préfrontal
et le cortex occipital (Stenfors et al., 1995 a), sans modification de la concentration
extracellulaire dans le cortex frontal (Yoshida et al., 1998 b). De plus, une étude a montré une
augmentation de D’activité spontanée et évoquée des neurones dopaminergiques de 1’aire
tegmentale ventrale (West and Weiss, 2011), alors qu’une autre étude n’observe pas
d’augmentation de 1’activité dopaminergique globale de ces mémes neurones (Tsen et al.,
2013), mais montre un plus grand nombre de neurones actifs dans la substance noire
compacte apres les ECS (Tsen et al., 2013). Ce dernier résultat est en accord avec une étude
chez les singes rhésus, ou il a été observé, apres les ECS, une augmentation de ’activité
dopaminergique dans le systéeme nigrostriatal (voie qui relie substance noire et le striatum)
(Landau et al., 2011). L’augmentation de I’activité dopaminergique dans le systéme
nigrostriatal est en cohérence avec les résultats d’une autre étude montrant une augmentation
de la concentration extracellulaire des principaux catabolites de la dopamine (DOPAC et

HVA) dans le striatum, ce qui traduirait une activation métabolique de la dopamine par les
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ECS dans cette région. Cependant dans cette méme étude il n’a pas été observé
d’augmentation significative de la concentration extracellulaire de la dopamine dans le
striatum (Yoshida et al., 1998 b). D’autres études ont montré une augmentation de ’ARNm
des récepteurs a la dopamine (D1 et D3) et une augmentation de leur liaison avec la
dopamine, dans le striatum dorsal et ventral et plus précisément dans le noyau accumbens

apres traitement (Lammers et al., 2000).

Les effet des ECS sur le systeme glutamatergique apparaissent complexes et
pourraient étre impliqués a la fois dans les effets antidépresseurs et les effets déléteres des
ECS (Stewart et al., 1994). Des études ont montré une modulation de I’expression des
différents types de récepteurs au glutamate, que sont les récepteurs de type NMDA, AMPA,
Kainate et les métabotropiques (mGlu), de facon différentielle, selon la région ou sous-région
étudiée mais également selon le sous-type de récepteurs. Il a été montré que les ECS
augmentent I’expression des ARNm des récepteurs AMPA (Naylor et al., 1996) et ’ARNm
des sous unités des récepteurs NMDA dans I’hippocampe, mais ceci selon des décours
temporel et spatial différents (Watkins et al., 1998; Dong et al., 2010). Des résultats similaires
sont obtenus pour les récepteurs kainates, dont les deux types sont modulés par les ECS dans
des directions opposées et différemment selon les régions de 1’hippocampe (Porter et al.,
1996); ainsi alors que I’expression des ARNm de certains mGlu a été montrée diminuée
(Watkins et al., 1998), et augmentée dans 1’hippocampe (Bajkowska et al., 1999; Smiatowska
et al., 2002). De plus, aucune modification n’est observée sur un modéle animal de stress
apres les ECS alors qu’une modification est observée chez les animaux contréles (O’ Connor
et al., 2013). Au niveau de I’expression protéique de ces récepteurs, une étude a montré une
augmentation d’une des sous unités des récepteurs AMPA, et une diminution de la quantité de
certaines sous-unités des récepteurs NMDA aprés les ECS appliquées au modéle de
dépression CUMS (Hao et al., 2016). De facon similaire, les résultats concernant les taux de
glutamate ne permettent pas de conclusion claire, mais ils suggerent une augmentation de la
libération du glutamate (Newton et al., 2006; Ploski et al., 2006). Cette hypothése est
cohérente avec I’augmentation du glutamate total observée par imagerie Spectroscopique par
résonance magnétique chez le modéle animal de dépression cLH (Biedermann et al., 2012). A
I’inverse d’autres études indiquent une diminution du taux tissulaire hippocampique de
glutamate apres les ECS, pouvant s’expliquer par une normalisation de ce taux, plus ¢élevée a
1’état basal par rapport aux animaux contrdles (Dong et al., 2010; Luo et al., 2012). De plus, il

a été montré que des ECS répétées induisaient une augmentation de 1’expression de I’ARNm

35



dans I’hippocampe et le cortex frontal d’un transporteur vésiculaire du glutamate, qui suggere
une meilleure accumulation du glutamate dans les vésicules qui se traduirait par une
augmentation de la neurotransmission glutamatergique (Tordera et al., 2005). D’autres études
sont en faveur d’une modulation du systéeme glutamatergique par les ECS, tel que la
modification de I’expression de protéines liées aux fonctions des récepteurs glutamatergiques
(Kaastrup Miiller et al., 2015). Cette hypothese est renforcee par I’abolition des effets des ECS
au niveau comportemental chez des souris déficientes pour la protéine Tamaline, sachant que
cette protéine est impliqué dans les fonctions synaptique des récepteurs de type mGlu
(Yanpallewar et al., 2012). Ainsi, tous les résultats obtenus s’accordent sur la modulation
différentielle du systéme glutamatergique par les ECS, mais selon le type de récepteur modulé
et la région impactée, ou encore le type d’animaux étudiés (sain vs modele de pathologie), les
ECS pourraient soit moduler positivement soit négativement la neurotransmission
glutamatergique, et les effets résultants pourraient étre soit impliqués dans les mécanismes

bénéfiques soit dans les effets déléteres.

La transmission glutamatergique ne peut pas étre analysée seule, en effet il existe une
balance entre le systeme glutamatergique et GABAergique. Ainsi quand cet équilibre est
étudié, on peut observer une augmentation du rapport glutamate/GABA dans 1’hippocampe et
le cortex préfrontal d’animaux modéle de dépression par rapport a des animaux contrdles, qui
est ensuite diminué aprés les ECS (Sartorius et al., 2007; Luo et al., 2012). Cette diminution
est compatible avec une chute du glutamate et une augmentation du GABA tissulaires. En
effet, lors de 1’é¢tude du systeme gabaergique, il a été suggéré que les ECS induiraient une
augmentation du taux de GABA (Green and Vincent, 1987; Ferraro et al., 1990). Apres les
ECS, il a été montré une augmentation du taux de GABA dans I’hippocampe dans un modéle
de dépression CUMS (Luo et al., 2012), cette augmentation serait liée a une augmentation des
enzymes de synthése du GABA plut6t que du nombre de neurones GABAergiques (Jinno and
Kosaka, 2009; Luo et al., 2012).

Outre les neurotransmetteurs décrits ci-dessus, d’autres molécules modulent le
systéme nerveux central, tel que les neuropeptides. Plusieurs d’entre eux, tel la somatostatine,
la tachykinine, la cholécystokinine et le neuropeptide Y, montrent une activation de leur
expression et celles de leurs récepteurs a la suite des ECS dans 1’hippocampe et
I’hypothalamus (Orzi et al., 1990; Stenfors et al., 1994, 1995 b; Husum et al., 2000; Jiménez
Vasquez et al., 2000; Burnet et al., 2001; Ma et al., 2002; Jiménez-Vasquez et al., 2007). Parmi
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ces neuropeptides, le neuropeptide Y (NPY) est le plus étudié de par son implication dans la
régulation du stress et de I’humeur ou on lui préterait des propriétés anxiolytiques et neuro-
protectrices (pour plus d’information cf revue (Reichmann and Holzer, 2016)). Aprés les
ECS, une augmentation du NPY est egalement retrouvée au niveau du cortex préfrontal
(Stenfors et al., 1994, 1995 b), en cohérence avec une augmentation de sa biosynthése au
niveau de I’hippocampe et de I’hypothalamus, alors que cette augmentation est associée a une
diminution de sa fixation a ses récepteurs (Husum et al., 2000; Madsen et al., 2000 g;
Christensen et al., 2006; Jiménez-Vasquez et al., 2007). Cependant, le maintien des capacités
de signalisation post-synaptique suggére un effet global d’augmentation de la
neurotransmission NPY (Madsen et al., 2000 a).

Ces modulations sont également visibles au niveau de I’expression génique, avec une
modification des genes codant pour la machinerie directement liée a la neurotransmission
monoaminergique (dopamine, noradrénaline, sérotonine), la neurotransmission de type
acides-amines (glutamate et GABA) et de type neuropeptidergique (NPY) (Mikkelsen and
Woldbye, 2006; Ploski et al., 2006; Park et al., 2014).

La neurotransmission est également dépendante de mécanismes internes aux synapses
tels que 1’exocytose des vésicules présynaptiques, qui est régulée par des protéines
vésiculaires (SVPs). Les ARNm de ces SVPs suite a des ECS répétées sont differemment
modulées selon la région cérébrale, avec une régulation qui semble plus importante dans
I’hippocampe que dans le cortex préfrontal (Elfving et al., 2008). Au niveau post-synaptique,
d’autres mécanismes sont €galement importants dans la neurotransmission, dont par exemple
la régulation des récepteurs par des protéines telles que Homer1 et la spinophilin. Le stress
induit une augmentation d’Homer 1 et de la Spinophilin, cet effet va étre potentialisé ou
bloqué respectivement, suite a des ECS répétées, montrant 1’implication des ECS dans la

régulation de 1’activité post-synaptique (Kaastrup Mdiller et al., 2015).

C Modifications de I’axe hypothalamo-hyvpophysaire.

I1 est depuis longtemps connu que les patients dépressifs ont une dérégulation de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire (HPA) (cf partie dépression). Cette dérégulation est objectivable
par une altération de la sécrétion des hormones dites de stress que sont les glucocorticoides et
plus particuliérement le cortisol (pour 'Homme et la corticostérone (CORT) pour les

rongeurs). 1l est observé chez plus de 50% des patients atteints de dépression majeure une
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hyperactivit¢ de I’HPA (Carroll et al., 2007). Il a été proposé que le stress et les
glucocorticoides puissent sous-tendre la physiopathologie et les symptdémes des troubles de
I’humeur. Cette théorie est étayée par I’induction d’un modéle animal de dépression par
administration de CORT aux animaux. Ainsi en mimant chez 1’animal 1’hyper-activation de
I’axe HPA suite a un stress, sont induits des comportements et des altérations biologiques
similaires & ceux retrouvés chez les patients. Avec les modifications observées a la suite des
ECS au niveau de I’hypothalamus, une hypothése neuroendocrinienne des effets des ECS a
été proposee (Fink and Ottosson, 1980). En faveur de cette théorie, il est observé chez
I’Homme une corrélation entre une efficacit¢ du traitement et une réduction des niveaux
d’hormone du stress (Kling et al., 1994). Pourtant il a été montré que chez le rat, les ECS
activent I’axe HPA. En effet, on observe une augmentation des taux plasmatiques d’ACTH et
de CORT (Herman et al., 1989; Young et al., 1990; Brady et al., 1994), associée a une
modification de la CRH dans I’hypothalamus et I’ACTH dans 1’hypophyse (Herman et al.,
1989; Brady et al., 1994). Mais ces résultats sont obtenus avec des animaux sains, les études

analysant I’activité de I’HPA sur un modele de dépression génétique fait défaut.

D Facteurs trophiques.

De nombreuses études ont montré une augmentation de I’expression de différents
facteurs trophiques et de facteur de croissance, aussi bien au niveau génique que protéique
chez des animaux ayant recu des ECS (Chen et al., 2001; Altar et al., 2003, 2004; Newton et
al., 2003; Jacobsen and Mark, 2004 a; Conti et al., 2006; Ploski et al., 2006).

L’un des facteurs neurotrophiques les plus étudiés est le BDNF, pour son implication
dans certains phénoménes de plasticité, tel que des modifications morphologiques et
fonctionnelles des synapses (Poo, 2001).

Une modulation du BDNF a la suite des ECS a été montrée tant chez I’animal naif que
chez les modéles animaux de dépression chez lesquels les niveaux de BDNF sont diminués
(Nibuya et al., 1995; Smith et al., 1997; Jacobsen and Mark, 2004 b; Li et al., 2006; Gersner
et al., 2010, 2014). Les études montrent globalement une augmentation de 1’expression du
BDNF, mais cela varie selon les régions étudiées et selon 1’utilisation d’animaux naifs ou
modeles de dépression, voire méme selon le modele utilisé. L’étude du BDNF devient
d’autant plus compliquée de par les roles opposés que peuvent jouer le BDNF mature (m-
BDNF) et son précurseur (le pro-BDNF) (Lu et al., 2005; ). En effet, des études ont montré

que le pro-BDNF régulait négativement la complexité de 1’arborisation dendritique, la densité
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des epines ainsi que les mécanismes de plasticité synaptique telle que la LTD (Long-Term
Depression) (Woo et al., 2005; Yang et al., 2014). A I’inverse, le m-BDNF a été montré
comme important dans les mécanismes de plasticité synaptique, telle que la LTP (Long-Term
Potentiation) et la formation des épines dendritiques (Gao et al., 2009 a; Minichiello, 2009;
Orefice et al., 2013; Harward et al., 2016).

De plus, une étude a montré chez des animaux sains que 1I’augmentation de BDNF
dans I’hippocampe ne serait pas nécessaire aux effets des ECS, alors qu’une modification de
celui-ci au niveau de I’air tegmentale ventrale serait indispensable (Taliaz et al., 2013).

Ainsi d’autres études sur des modeles animaux de dépression sont nécessaires pour

pouvoir clairement statuer sur le role du BDNF dans les effets des ECS.

D’autres facteurs ont ét¢ montrés comme modifiés suite aux ECS, tel que le VEGF,
qui semble étre augmenté dans I’hippocampe (Newton et al 2003, Segi-Nishida et al 2008,
Elfving et Wegener et al 2012), ainsi que le NGF (nerve growth factor) et le FGF (fibroblast
growth factor) (Newton et al 2003, Altar et al 2004, Gwin et al 2002, Kim et al 2010).

Chez ’'Homme, I’expression de ces différents facteurs a pu étre dosée uniquement au
niveau sanguin. Parmi ces facteurs dosés on retrouve le BDNF et le NGF par exemple. Pour le
BDNF, les résultats des etudes sont contradictoires, mais une majorité rapporte une
augmentation de la concentration du BDNF circulant au terme d’une cure d’ECT (Bocchio-
Chiavetto et al., 2006; Marano et al., 2007; Okamoto et al., 2008; Fernandes et al., 2009;
Granli et al., 2009; Piccinni et al., 2009; Rapinesi et al., 2015; Rocha et al., 2016). Les
modifications des autres neurotrophines ne sont pas toujours retrouvées chez I’Homme, mais
ces observations peuvent s’expliquer par les mesures réalisées au niveau périphérique (Granli

et al., 2009).

E Modifications de mécanismes de neuroplasticité.

a) Epines et arborisation dendritiques.

Les synapses, jouent un rdle fondamental dans la communication neuronale et sont
sujettes a de nombreuses modulations, notamment avec les phénomeénes de plasticité
synaptiques. De nombreuses études ont montré des altérations morphologiques et

fonctionnelles des épines dans les pathologies psychiatriques (cf aux parties altérations). Il a
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été donc naturel de supposer une modification et un réle de ces structures dans les effets des
antidépresseurs et notamment des ECS. Leur étude a montré une synaptogénese et un
remodelage des synapses préexistantes apres des ECS répétées dans la région CALl de
I’hippocampe (Chen et al., 2009), ce qui est également retrouvé au niveau des neurones
matures et des nouveaux neurones des cellules granulaires (Zhao et al., 2012).

L’arborisation dendritique qui joue un rdle fondamental dans la réception des signaux
neuronaux, et qui est décorée d’épines dendritiques, a également ét¢ montrée comme
impactée dans les pathologies psychiatriques et les modéles animaux (Hageman et al., 2008;
Moyer et al., 2015). 1l a été observé apres 1’administration d’ECS répétées, une augmentation
de I’arborisation dendritique dans différentes sous régions de 1’hippocampe d’animaux naifs
(Yanpallewar et al., 2012) et des modéles de stress (Hageman et al., 2008; Kaastrup Muller et
al., 2015).

D’autre part, un phénomeéne de bourgeonnement des fibres moussues (fibres formées
par les axones des cellules granulaires) serait retrouvé apres les ECS (Gombos et al., 1999 b;
Vaidya et al., 1999; Chen,, 2001; Lamont et al., 2001). Ce phénoméne de réorganisation
synaptique, créant un rétrocontrdle positif sur les cellules granulaires est majoritairement
observé en conditions pathologiques, tels que dans les épilepsies (Scharfman, 2007;
Buckmaster, 2012). Quant a savoir si ce phénomeéne est responsable des effets thérapeutiques
des ECS/ECT ou a I’'inverse des effets déléteres reste a €tre déterminé. Il est également
important de noter qu’une étude a montré que ce phénomene était objectivable a la suite

d’ECS répétées mais pas suite a des traitements pharmacologiques (Lamont et al., 2001).

b) Potentialisation a long terme (LTP).

On peut également observer des mécanismes de plasticité, par des mesures
¢lectrophysiologiques de I’efficacité synaptique a court et long-terme (potentialisation a long
terme). La potentialisation a long-terme (LTP) est une mesure courante, reflétant la plasticité
synaptique. La LTP hippocampique est proposee comme le mécanisme moléculaire de la
mémoire.

Les différentes études mesurant la LTP apres des ECS répétées ne permettent pas
d’avoir de conclusion claire. La discordance des effets observés peut s’expliquer par la

diversite des méthodes et modeles utilisés. Tandis que certaines etudes montrent aucune
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modification de la LTP (Stewart and Davies, 1996; Li et al., 2012), la majorité des études
montrent une altération de la LTP a la suite des ECS (Anwyl et al., 1987; Stewart and Reid,
1993, 2000; Stewart et al., 1994). L’ altération de la LTP induites par les ECS pourrait étre
expliquée par une saturation de la plasticité, réduisant le degré de potentialisation réalisable
(Stewart and Reid, 1993). Il a été suggére que ’altération de la LTP serait impliquée dans les
effets délétéres des ECS (Stewart et al., 1994).

En parall¢le, il a été observé une augmentation de 1’amplitude et de la durée des
potentiels évoqués conduisant a un phénomene de type LTP (LTP-like) suite aux ECS
(Mclintyre Burnham et al., 1995; Gombos et al., 1999 a; Stewart and Reid, 2000), suggérant

un effet de potentialisation de I’activité neuronale basale.

Ainsi des études complémentaires seraient nécessaires afin d’éclaircir les effets des

ECS sur ’activité neuronale.

F Prolifération cellulaire non neuronale.

Outre de la prolifération cellulaire dans ’hippocampe qui liée est a la neurogénese
adulte, les autres types cellulaires présents proliférent aussi (cf partie suivante) : a savoir les
cellules gliales et les cellules endothéliales. Ces proliférations cellulaires sont également
retrouvées dans d’autre régions cérébrales impliquées dans la physiopathologie des troubles
psychiatriques, tel que I’amygdale, I’hypothalamus et le cortex préfrontal. En effet, il a été
observé une augmentation de la prolifération dans 1’amygdale des progéniteurs des
oligodendrocytes (les cellules NG2) mais celles-ci semblent étre peu nombreuses a survivre et
a devenir des oligodendrocytes matures (Wennstrom et al., 2004). Dans une plus faible
proportion, on peut observer une prolifération de cellules microgliales (Wennstrom et al.,
2004). Apres les ECS, la prolifération d’oligodendrocytes et de leurs précurseurs (cellules
NG2) est également observée dans le cortex préfrontal (Madsen et al., 2005), avec une survie
significative jusqu'a 4 semaines aprés la cure (Ongiir et al., 2007). A cela s’ajoute une
activation astrocytaire et microgliale trés transitoire (Jansson et al., 2009). Cette activation
gliale transitoire est également observée dans d’autres régions cérébrales, telles que le cortex
frontal, 1’hypothalamus, 1’hippocampe et les structures para-hippocampiques (Dwork et al.,
2004; Jansson et al., 2009). Cependant, il reste a déterminer si les effets observés sur les

cellules gliales sont des processus liés aux effets thérapeutiques ou délétéres des ECS.
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Un r6le de la dérégulation du systeme immunitaire a été récemment suggeéré dans la
physiopathologie des troubles psychiatriques (cf partie altérations). Peu d’études ont analysé
I’effet des ECS sur ce systéme, les premiers résultats obtenus dans I’hippocampe sont
contradictoires. Il a été observé soit une activation microgliale (Jansson et al., 2009), et son
contraire, une diminution suite a des ECS répétées (Jinno and Kosaka, 2009; Limoa et al.,
2016). Plus d’études sont nécessaires afin d’identifier I’implication du systéme immunitaire
dans les effets des ECS.

La prolifération la plus frequemment observée est celle des cellules endothéliales, et ce
pour les différentes régions impliquées dans la physiopathologie des troubles psychiatriques.

Il a été reporté dans I’hippocampe, une augmentation de la prolifération des cellules
endothéliale, ayant pour conségquence une augmentation de la densité vasculaire (Hellsten et
al., 2004 b, 2005; Newton et al., 2006). Il a été suggéré que 1’augmentation de la
vascularisation hippocampique permettrait un soutien de la stimulation de la neurogénese
adulte, contribuant ainsi aux effets bénéfiques des ECS. Il a également été suggéré que
I’augmentation de la vascularisation impacterait positivement les synapses et 1’arborisation
dendritique (Hellsten et al., 2004 b).

Le cortex frontal et I’hypothalamus sont également le siege d'une augmentation de
I’angiogénése a la suite des ECS répétées. Ainsi une corrélation a été observée entre
I’augmentation de ’activité neuronale et I’augmentation de la prolifération cellulaire dans
I’hypothalamus (Jansson et al., 2009). De maniere générale les ECS auraient pour
conséquence d’influencer positivement la neurovascularisation et d’améliorer les fonctions

cérébrales des régions impactées (Girgenti et al., 2011).

Il est important de noter qu’en paralléle de I'augmentation de la prolifération cellulaire,
aucune mort cellulaire accrue n’a été observée a la suite des ECS répétées pour les régions
cérébrales étudiées, chez les rongeurs et les primates non humains (Madsen et al., 2000 a;
Hellsten et al., 2002; Dwork et al., 2004).

G Modifications de la neurogéneése adulte hippocampique.

La neurogenése adulte est le processus qui permet la création de nouveau neurones a

partir de cellules progénitrices neuronales, a I’age adulte.
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Chez les mammiferes, la neurogénése adulte est présente dans deux régions cérébrales,
a savoir I’hippocampe et les ventricules latéraux (Gage, 2000).

La neurogénése hippocampique a tout d’abord été identifiée chez les animaux puis
plus tard décrite chez L’homme (Eriksson et al., 1998; Spalding et al., 2005, 2013). Des
¢évidences de neurogénése dans d’autre régions cérébrales ont été décrites, tel que dans le
striatum (Ernst et al., 2014), le néocortex (Kaplan, 1981; Gould et al., 1999 b, 2001; Bernier
et al., 2002; Dayer et al., 2005), et dans I’hypothalamus (Kokoeva et al., 2005). Mais la

présence de neurogéneése dans certaines de ces régions reste controversée (Gould, 2007).

a) Les étapes de la neurogénése dans I'hippocampe adulte :

caractérisation phénotypique et fonctionnelle.

La neurogénése adulte hippocacampique a lieu plus particulierement dans une région
précise de I’hippocampe, le gyrus denté (DG) illustré dans la Figure 3. La neurogénese adulte
hippocampique peut étre globalement divisée en trois grandes étapes: la prolifération, la

différentiation et la maturation conduisant a la survie du nouveau neurone (Figure 3).

Differentiztion and Maturation and Mossy fibar pathway

migration survival

Proliferation

Figure 3: Localisation et grandes étapes de la neurogénese adulte hippocampique.

L’hippocampe peut étre sous-divisé en différentes régions : la corne d’Amon (CA) elle-méme divisée en 3 sous
régions (CAl a CA3) ; et le gyrus denté (DG), qui est également divisé en sous régions, I’hilus qui est situé entre
les deux bras de la couche granulaire (GCL) en forme de dent, la couche sous granulaire (SGZ), localisée entre
I’hilus et la couche granulaire, et enfin la couche moléculaire (ML), qui est composé de I’arborisation
dendritiques des neurones du gyrus denté, les neurones granulaires. La neurogénese peut étre divisé en 3 grandes
étapes, la prolifération, la différentiation et migration et la maturation et survie. Modifié de (Schmidt and
Duman, 2007)
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La neurogénese est un processus continu, ou vont se succéder différents types
cellulaires. Ceux-ci vont au cours des différentes étapes subir des modifications
morphologiques associées a des modifications moléculaires et électrophysiologiques (Figure
4). 1l est consideré que 4 semaines sont nécessaires, chez les souris, depuis la prolifération des
précurseurs neuronaux jusqu’a la formation de nouveaux neurones granulaires (Espdsito et al.,
2005; Zhao et al., 2006). Les nouveaux neurones vont continuer a subir des processus de
maturation sur plusieurs mois pour étre complétement matures et non distinguables
(morphologiquement et physiologiquement) des autres neurones granulaires autour des 2-4

mois de développement (van Praag et al., 2002; Esposito et al., 2005; Zhao et al., 2006).
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Figure 4: Schéma représentant les différents processus physiologiques qui vont se développer au cours des
étapes de la neurogénése adulte hippocampique.

Au cours des différentes étapes, les cellules vont exprimer divers marqueurs histologiques. GFAP : Glial
Fibrillary Acid Protein; NeuroD : abbreviation pour Neurogenic Differentiation; PSA-NCAM : pour
Polysialylated embryonic form of the Neural Cell Adhesion Molecule ; DCX : Doublecortin ; NeuN : Neuron-
specific Nuclear protein; Pox 1: Prospero homeobox 1. Elles vont également exprimer des génes spécifiques,
traduisant leur état de fonctionnement : IEG : Immediate early genes.

(Aimone et al 2014).
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Comme illustré dans la Figure 4, il est généralement accepté que les cellules souches
neurales (ou typel) vont proliférer et donner des progéniteurs neuronaux proliférants (ou type
2), qui vont donner a leur tour des neuroblastes (ou type 3). Les neuroblastes vont migrer dans
la couche granulaire, sur une courte distance et se différencier en neurones immatures. Au
cours de I’étape de maturation ou I’intégration va jouer un rOle essentiel, les neurones
immatures vont devenir des neurones matures fonctionnels et intégrés (Esposito et al., 2005).

Ces différents types cellulaires peuvent é&tre identifiables par 1’expression des
marqueurs histologiques comme illustré dans la Figure 4. Ces marqueurs sont des protéines
qui peuvent étre exprimées par un type cellulaire particulier, au cours des différentes étapes
ou quand les neurones sont matures. Parmi ces marqueurs, on peut citer la GFAP, qui est
présente uniquement dans les cellules de type 1, contrairement a la nestine dont I’expression
est présente dans les cellules de types 1 et de type 2 et dont I’expression arrétée dans les
neuroblastes (type3). Ces derniers vont commencer a exprimer la doublecortine (DCX)
jusqu'a leur maturation en neurones immatures, qui vont a leur tour lors de la maturation
arréter I’expression de DCX, en faveur de celle de NeuN, marqueur des neurones matures

(Figure 4).

Le phénomene de neurogénése commence avec les cellules souches neuronales. Leur
origine est controversée et pas completement élucidée a ce jour. Elles présentent une
morphologie de type glie radiaire et des caractéristiques astrocytaires (Seri et al., 2001;
Steiner et al., 2004). Elles seraient capables de rester pendant 3 jours en cycle cellulaire
(Steiner et al., 2004) durant lesquels elles donneront des progéniteurs neuronaux proliférants.

Ces progéniteurs neuronaux possédent une forte activité mitotique et vont donner des
neuroblastes. Les neuroblastes agés d’une semaine présentent pour la plupart des extensions
neuritiques paralleles a la GCL (Zhao et al., 2006). Les neurites vont se développer
progressivement afin de former les futures dendrites dans la couche moléculaire et 1’axone
dans la région CA3. Cette modification morphologique est realisee aux alentours des 2
semaines de développement (Zhao et al., 2006). Par la suite I’arborisation dendritique va se
développer et des épines vont commencer a se former, mais leur morphologie reste typique
des neurones immatures (Zhao et al., 2006). La densité synaptique va fortement augmenter
jusqu'a la quatriéme semaine pour atteindre progressivement un plateau vers les 2 mois (Zhao

et al., 2006). Les premiers contacts synaptiques en CA3 observés peu aprés environ 2
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semaines de développement (17 jours) vont continuer a se développer jusqu’a deux mois
(Toni et al., 2008). Des contacts synaptiques de nouveaux neurones ont également été
observés dans I’hilus (Zhao et al., 2006; Toni et al., 2008).

Aprés maturation de ces contacts, les nouveaux neurones vont enfin présenter une
morphologie similaire aux neurones matures avec des contacts axonaux développés, associes
a une arborisation dendritique complexe et des contacts synaptiques a 4 semaines de
développement (Zhao et al., 2006). Les neurones matures vont continuer de se développer sur
plusieurs mois pour atteindre une maturation complete a environ 6 mois (Zhao et al., 2006;
Toni et al., 2008). lls seront alors totalement non différentiables morphologiquement et
fonctionnellement des neurones matures nés de la neurogénese embryonnaire (Esposito et al.,
2005; Zhao et al., 2006).

La relation entre la maturation physiologique et la régulation par les systemes de
neurotransmission est étroite. En effet, tout au long du processus de neurogénese adulte, les
neurones en devenir vont recevoir des influences des systémes de neurotransmission qui vont
moduler leur évolution dans les différentes étapes. Les deux plus important sont les systemes
GABAergique et glutamatergique. Le GABA va tout d’abord induire des réponses
excitatrices, puis les afférences glutamatergiques vont se développer avec un role excitateur et
enfin le GABA aura son role d’inhibition (Esposito et al., 2005).

Au-deld de la premiere semaine, les cellules vont commencer & présenter des
caractéristiques électrophysiologiques de neurones immatures, a savoir une faible activité
spontanée d’amplitude et de fréquence réduite (Esposito et al., 2005). Puis les jeunes neurones
immatures vont présenter la particularité d’étre plus facilement excitables, avec un seuil
d’induction de LTP plus faible (Schmidt-Hieber et al., 2004). Puis vers la troisieme semaine
de développement on peut observer une stimulation glutamatergique nécessaire a la survie des
nouveaux neurones (Tashiro et al., 2006). Les neurones de 4 semaines ont les capacités de
répondre aux stimulations glutamatergiques et GABAergiques. lls présentent une expression
des récepteurs de ces deux types de neurotransmission et recoivent de nombreuses afférences
glutamatergiques et GABAergiques (Espdsito et al., 2005). Ainsi, ces neurones de 4 semaines
sont considérés comme fonctionnellement intégrés dans le circuit, de par leur capacité a
intégrer les afférences excitatrices et inhibitrices, générer des potentiels d’action et libérer du
glutamate (Toni et al., 2008). La fonctionnalité synaptique des neurones de 4 semaines est
acceptee, ils continuent de se développer physiologiquement jusqu'a 8 semaines, pour
atteindre une activité peu distinguable des neurones matures (van Praag et al., 2002; Esposito
et al., 2005; Laplagne et al., 2006; Vivar et al., 2012).
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Les progéniteurs neuronaux ne vont pas tous devenir des neurones. En effet entre le
troisieme jour de développement (pic de prolifération) et la quatrieme semaine, une grande
majorité des cellules va étre éliminées par apoptose (Biebl et al., 2000; Kempermann et al.,
2003, 2004; Steiner et al., 2004; Kuhn et al., 2005). Ainsi une période critique de survie des
cellules nouvellement formées existerait dans les quatre premiéres semaines de
développement (Kempermann et al., 2003). La survie des cellules dépend d’un processus de
maturation correct et d’une intégration fonctionnelle des neurones immatures. Les systémes
glutamatergique et GABAergique ont été suggérés comme les principaux régulateurs de ces
deux étapes, ainsi le systtme GABA serait important dans la différentiation et la maturation
(Ge et al., 2005; Tozuka et al., 2005) et le systeme glutamatergique serait important pour

I’intégration et la survie des neurones immatures (Tashiro et al., 2006).
b) Régulations extrinseques.

De nombreux facteurs vont influencer et réguler le développement des neurones au

cours de la neurogénése adulte.

— Neurotransmetteurs.

L’un des mécanismes de régulation les plus importants est la modulation par les
systemes de neurotransmissions. Plusieurs systemes vont impacter les différentes étapes de la
neurogéneése, mais les deux plus important et bien connus sont le systeme GABAergique et le
systeme glutamatergique.

Dés les stades précoces, le systeme GABAergique va impacter la neurogénése. En
effet, il a été montré que les cellules recevaient, dés le 3™ jour de développement des
stimulations excitatrice tonique du GABA ambiant, agissant comme un facteur trophique
(Espésito et al., 2005; Ge et al., 2005, 2005; Tozuka et al., 2005). Il a également été montré
que les cellules progénitrices (type 2) étaient capables de répondre a ce GABA ambiant par
une dépolarisation médiée par des récepteurs GABAergiques exprimés a la membrane
(Tozuka et al., 2005). De plus, les afférences GABAergique sur les progéniteurs neuronaux
favoriseraientt leur différentiation (Tozuka et al., 2005). Le GABA va rester dépolarisant
jusqu’a environ deux semaines de développement (Ge et al., 2005), ce qui correspond au

développement des épines dendritiques (Zhao et al., 2006).
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Le glutamate va étre un régulateur clef de I’intégration des nouveaux neurones, en
conditionnant leur survie pendant la période critique de la deuxieme et troisieme semaine de
développement (Tashiro et al., 2006). Les récepteurs de type NMDA semblent plus
particulierement importants dans la survie des jeunes neurones. En effet, la diminution
d’efficacité de ces récepteurs suffit a réduire leur survie (Tashiro et al., 2006).

La sérotonine semble également étre un important régulateur lors de la neurogénése
adulte (Brezun and Daszuta, 1999, 2000; Banasr et al., 2003). Par exemple la sérotonine a
montré une implication dans la régulation de la prolifération, en effet 1’utilisation d’agoniste
de récepteurs a la sérotonine induit une augmentation de la prolifération cellulaire dans la
SGZ (Banasr et al., 2003).

— Niche neurogénique.
L’importance de facteurs locaux nécessaires a la neurogénese et a son maintien dans
des zones aux propriétés uniques a conduit a parler de microenvironnement local dans des

régions qualifiées de niche.

Dans cette niche neurogénique, trois types cellulaires ont plus particulierement été
impliquées dans la régulation de la neurogénése : les astrocytes, les cellules endothéliales et la

microglie.

Les astrocytes sont les principaux éléments contribuant a 1’intégrité de cette niche. Ils
ont été largement étudiés, montrant leurs capacités a influencer la neurogénése adulte par la
sécrétion de facteurs locaux. Parmi les facteurs décrits, Wnt semble étre un élément clef du
microenvironnement. Par exemple, il a été montré que la sécrétion de Wnt3a par les
astrocytes favorisait la différentiation neuronale (Song et al., 2002; Lie et al., 2005). L un des
mécanismes d’action de Wnt serait de réguler I’expression de nombreux génes, tel que
NeuroD1 et Prox1 par exemple. NeuroD1 et Prox1 sont des facteurs de transcription montrés
comme nécessaires dans 1’étape de différentiation neuronale (Gao et al., 2009 b; Karalay et
al., 2011). De plus, il a été montré que les astrocytes pouvaient contréler la maturation
dendritique et I’intégration synaptique des neurones au cours de la neurogénese adulte (Sultan
et al., 2015). Les facteurs trophiques présents dans la niche régulent positivement la
neurogénése adulte, cependant leur origine doit étre confirmée. Le FGF-2 (Fibroblast Growth

Facteur) favorise la prolifération (Zhao et al., 2007), alors que la neurotrophine-3 (NT3)
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semble étre plutét nécessaire a la différentiation neuronale (Shimazu et al., 2006). Plus
globalement le VEGF et I’IGF-1 augmentent la production de neurones (Aberg et al 2000, Jin
et al 2002). Mais le plus connu des facteurs trophiques impliqués dans la régulation de la
neurogéneése adulte est le BDNF et sa voie de signalisation. En effet, il a ét¢ montré que
I’injection de BDNF exogéne, augmentait la prolifération des cellules souches neurales
(Scharfman et al., 2005). De plus, la délétion conditionnelle ou inductible du récepteur du
BDNF, TrkB, dans les astrocytes de I’hippocampe provoque une diminution de la survie
neuronale ainsi qu’une altération dans la pousse et la complexité de 1’embranchement

dendritique des nouveaux neurones (Bergami et al., 2009).

Les cellules endothéliales ont une place importante dans la niche neurogénique. Les
cellules progénitrices ont été localisées proches de vaisseaux et étroitement liées aux cellules
endothéliales, suggérant que les progéniteurs neuronaux puissent recevoir des influences de
facteurs provenant de ces vaisseaux (Palmer et al., 2000). De plus des facteurs sécrétés par les
cellules endothéliales ont été montrés comme influencant certaines étapes de la neurogénése
adulte. En effet, une étude in-vitro a montré qu’une coculture de cellules souches neurales et

de cellules endothéliales stimulait la prolifération des cellules souches (Shen et al., 2004).

Les évidences de la participation des cellules microgliales a la niche neurogéniques
sont plus récentes. Dans I’hippocampe, les cellules microgliales ont principalement été
associees a la régulation de la neurogénése adulte par la phagocytose des cellules en apoptose
(Sierra et al., 2010). De plus, elles semblent jouer un rdéle dans la régulation du
microenvironnement, notamment par la sécrétion de cytokines. En effet, plusieurs études ont
montré I’inhibition des étapes de la neurogénese adulte par différentes cytokines, telles que
I’IL-6 (Interleukine 6), I’IL-1 (Interleukine 1) le TNF-a (pour I’anglais : Tumor Necrosis
Facteur) (Vallieres et al., 2002; Monje et al., 2003; losif et al., 2006; Koo and Duman, 2008;

Seguin et al., 2009; Wu et al., 2012). Cependant selon I’environnement certaines cytokines

comme le TGF-g pourraient avoir un réle en faveur ou en défaveur de la neurogénése adulte

(Battista et al., 2006; Buckwalter et al., 2006).
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— Facteurs environnementaux.

La neurogénese adulte peut étre régulée par des facteurs extrinséques, qui font le plus
souvent référence a des facteurs environnementaux, tel que le stress ou 1’enrichissement.

Les modulations favorisant la neurogénése adulte les plus connues sont
I’enrichissement environnemental et I’exercice volontaire.

L’enrichissement environnemental (EE) est considéré comme fournissant des
stimulations motrices, sociales et sensorielles. Au laboratoire, pour le rongeur, il consiste
généralement a une plus grande cage composée de divers éléments, tels que des tunnels, des
roues et un nombre plus important de congéneres. Dans ces conditions, il a ét¢ montré une
augmentation de la survie neuronale mais pas de modification de la prolifération
Kempermann et al., 1997), cet effet de I’environnement étant maintenu chez les souris agées
(Kempermann et al., 1998). 1l a été montré récemment que 1’action de I’EE est restreint & une
période critique de développement des nouveaux neurones et surtout qu’il pouvait affecter les
connexions que recevaient les nouveaux neurones (Bergami et al., 2015). En effet, aprés I’EE,
en plus de I’augmentation du nombre de nouveaux neurones, une augmentation transitoire des
interneurones des régions CALl et CA3 et une augmentation plus stable des connexions
corticales a été observée (Bergami et al., 2015). L’effet de I’EE semblerait passer par
I’augmentation de 1’expression de facteur de croissances tel que le VEGF, en effet sa délétion

abolit I’augmentation du nombre de nouveau neurones apres I’EE (Cao et al., 2004).

A D’inverse, le facteur le plus connu pour réguler négativement la neurogénése adulte
est le stress. Des études ont montré qu’un stress diminuait la prolifération (Gould et al., 1997,
1999 b; Czéh et al., 2001, 2006; Malberg and Duman, 2003; Vollmayr et al., 2003; Chu et al.,
2016). L’inhibition de la neurogénése par le stress, semblerait passer par les glucocorticoides,
en effet des études ont montré que la diminution des hormones surrénaliennes induisait une
augmentation de nombre de progéniteurs (Gould et al., 1992) et a I’inverse I’injection de
corticostérone diminuait le nombre de cellules en prolifération (Cameron and Gould, 1994).
Ces observations ont été renforcées par le récent modele de dépression, le modéle CORT, ou
I’injection chronique de corticostérone diminue la neurogénése adulte (Qiu et al., 2007,

Murray et al., 2008; David et al., 2009; Schloesser et al., 2015).

50



¢) Roles de la neurogénese adulte hippocampique.

Méme si aujourd’hui I’intégration fonctionnelle des nouveaux neurones est bien
démontree, les fonctions de ces neurones ne sont pas encore entierement identifiées. Afin

d’appréhender le role des nouveaux neurones plusieurs démarches ont été entreprises.

— Neurogénese dans la mémorisation et I'apprentissage.

La premiére stratégic a été d’observer 1’effet de 1’apprentissage et de la mémorisation
sur la neurogénése adulte hippocampique.

Un effet complexe est observé sur les différentes étapes de la neurogénése adulte
hippocampique suite a 1’apprentissage d’une tdche. Ainsi, I’apprentissage augmente la survie
des neurones agés d’une semaine sans influencer la survie des neurones de 3 semaines,
suggerant une période critique ou la survie des neurones peut étre modulée (Gould et al., 1999
a; Anderson et al., 2011). Cette influence peut persister jusqu’a 2 mois (Leuner et al., 2004).
De plus, il a été observé une corrélation entre 1’amélioration des performances hippocampe-
dépendantes et I’augmentation de la neurogénése adulte (van Praag et al., 1999; Sisti et al.,
2007). Moins d’évidences ont été trouvées pour ’effet sur la prolifération, une seule étude
montre une augmentation de cette étape (Dobrossy et al., 2003). 1l est intéressant de noter que
I’apprentissage augmente la complexité de 1’arborisation dendritique sans 1’influence d’une
période critique, ainsi ’arborisation pourrait étre régulée tout au long de la vie du neurone
(Tronel et al., 2010; Lemaire et al., 2012).

Il a été suggéré que le rble des nouveaux neurones dans la mémorisation serait lié aux
caractéristiques électrophysiologiques des neurones immatures. En effet, les neurones
immatures ont un seuil d’induction de la LTP moins élevé, ce qui leur permettrait de répondre
et d’intégrer plus rapidement les stimuli générés durant le processus de mémorisation (Bruel-
Jungerman et al., 2007). En lien avec cette hypothése une étude a montré que I’induction
d’une LTP des fibres perforantes (afférences du GD) augmente la prolifération des
progeéniteurs et la survie des neurones immatures agés de 2 semaines (Bruel-Jungerman et al.,
2006). 11 a été suggéré que I’implication des nouveaux neurones dans les fonctions cerébrales
était dépendante d’une période critique, ou la plasticité des nouveaux neurones est augmentee,

a savoir la période de 3 & 6 semaines de développement (Marin-Burgin et al., 2012).
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— Modification de la neurogénese.

La deuxiéme stratégie plus directe, a consisté a modifier la neurogénese adulte
directement afin d’observer les changements induits par une altération ou une amélioration de
celle-ci.

Pour altérer la neurogénéese adulte, différentes techniques ont été utilisées, 1’injection
de MAM (methylazoxymethanol, une molécule bloquant 1’avancée dans le cycle cellulaire par
méthylation de I’ADN), I’irradiation par rayon X, et I’utilisation de mode¢les transgéniques.

Les animaux injectés au MAM présentent des défauts d’apprentissage qui sont
réversibles lorsque les animaux retrouvent un niveau de neurogénese adulte normal (Shors et
al., 2001).

L’abolition de la neurogénese hippocampique par les rayons X, a montré une
diminution des performances de D’apprentissage hippocampe-dépendant, tel que la
reconnaissance d’objet, la reconnaissance spatiale et la peur conditionnée (Madsen et al.,
2003; Saxe et al., 2006; Winocur et al., 2006; Warner-Schmidt et al., 2008). La peur
conditionnée est 1’association d’un contexte a un stimulus aversif, induisant une réaction de
peur dans ce contexte sans la présence du stimulus. Une autre étude a montré 1I’implication de
la neurogéneése adulte dans le processus de « pattern séparation », qui est un processus
permettant de meémoriser des souvenirs qui ne se chevauchent pas. Ainsi, une altération de la
neurogénese adulte hippocampique induirait la mémorisation d’un seul souvenir au lieu de

deux fortement similaires (Clelland et al., 2009).

Figure 5: [lllustration du phénoméne de « pattern
separation ».

Les deux événements A et B sont trés similaires et peuvent étre
identifiés comme différents s’il y a une neurogénése adulte dans
le DG. La présence de neurogénése adulte est représentée par
les points vert, le DG est illustré par les points bleu (Aimone et
al., 2014).

Different Same

Une autre technique qui consiste a inhiber génétiquement la neurogénése, a montré des

résultats plus contradictoires. Deux lignées de souris ont été générées, conduisant a
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I’¢limination des cellules de typel, aboutissant a la perte de production de nouveaux
neurones. Chez les souris GFAP-TK, la thymidine kinase est exprimée uniquement par les
progéniteurs neuronaux exprimant la GFAP, induisant leur mort suite a 1’injection de
gancyclovir (Garcia et al., 2004; Saxe et al., 2006, 2007). Chez les souris Bax, les cellules
nestine positives (cellules de type 1 et 2) expriment la protéine Bax (nécessaire a la mort
cellulaire), et sont spécifiquement éliminées par traitement a la doxycycline (Dupret et al.,
2008). Les études ont montrées une altération de la peur contextuelle conditionnée sans
modification dans des tests de mémoire spatiale pour les souris GFAP-TK, alors que les souris
Bax montrent a I’inverse une altération dans les tests de mémoire spatiale et aucune
modification de la peur contextuelle conditionnée (Saxe et al., 2006; Dupret et al., 2008). Une
autre étude utilisant une nouvelle lignée (NSE-DTA), qui présente une mort spécifique des
cellules exprimant la nestine (progéniteurs de type let 2) suite a I’injection de tamoxifen,
induisant une inhibition de la neurogénese, a confirmé la nécessité de la neurogénése adulte
dans la mémoire spatiale (Imayoshi et al., 2008). Plus d’études seraient nécessaire pour

éclaircir ces résultats contradictoires.

Pour I’étude des effets d’une amélioration de la neurogénese adulte, une seule
technique est utilisée, la modification génique. Dans des lignées de souris, le traitement au
tamoxifen va induire la délétion de Bax dans les cellules exprimant la nestine avec pour
conséquence de favoriser la survie neuronale (Sahay et al., 2011). L’étude de ces souris a
confirmé I’implication de la neurogénése adulte dans le processus de « pattern séparation ».
En effet, il a été observé que I’augmentation de la neurogénése était suffisante pour améliorer

les performances de discrimination entre deux contextes similaires (Sahay et al., 2011).

d) ECS et neurogénese adulte.

Chez I’Homme une augmentation du volume de I’hippocampe et de ’amygdale est
retrouvé a la suite des ECT (Bouckaert et al., 2016; Jorgensen et al., 2016; Joshi et al., 2016).
Chez les rongeurs, quelques études ont montrés des modifications morphologiques apreés des
ECS répéteées, tel que I’augmentation de la taille de la couche granulaire du DG chez des rats
sains (Chen et al., 2009) et I’augmentation de volume de 1’hippocampe chez le modéle FSL
(Kaae et al., 2012).
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Ces modifications morphologiques pourraient étre expliquées par la stimulation de la
neurogénese adulte. En effet, plusieurs études ont montrés une augmentation de la
prolifération cellulaire dans le GD, suite a 1’administration d’ECS répétées a des rongeurs
sains. Ces cellules sont en majorité des neurones et survivent au moins 3 mois (Madsen et al.,
2000 b; Malberg et al., 2000; Scott et al., 2000; Segi-Nishida et al., 2008; Weber et al., 2013).
L’augmentation de la prolifération et de leur survie 4 semaines aprés les ECS répétées a
également été montrée chez les primates non humains (Perera et al., 2007). Cependant peu
d’études ont montrés cet effet chez un modele animal de dépression (Ekstrand et al., 2008;
Schloesser et al., 2015).

I1 a été suggéré que la stimulation de la neurogénése associée a 1’augmentation de la
densité synaptique et I’augmentation de I’arborisation dendritique par les ECS, pourrait

restaurer 1’atrophie de I’hippocampe observée chez les patients (Malberg et al., 2000).

Plusieurs études ont tenté de comprendre comment les ECS stimulaient la neurogénése
adulte. Une des hypotheses était la modulation par des facteurs trophiques. Celle-ci a été
validée par des études montrant la nécessité du VEGF (pour 1’anglais Vascular Endothelial
Growth Factor) pour I’augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux apres les
ECS (Segi-Nishida et al., 2008; Warner-Schmidt et al., 2008). En lien avec ce réle du VEGF,
il a été observé une augmentation de I’angiogénése suite a des ECS répétées (Cf partie
prolifération cellulaire non neuronale). Cette augmentation de la vascularisation au niveau du
DG a été proposée comme support a la stimulation de la neurogénese adulte (Hellsten et al.,
2004 b). Au niveau moléculaire, une étude a montré I’implication de la cascade de
signalisation de sonic hedgehog pour 1’augmentation de la prolifération suite aux ECS
(Banerjee et al., 2005)

Connaissant le r6le important de la neurotransmission dans la régulation de la
neurogénese adulte, les neurotransmetteurs et leurs récepteurs pourraient étre importants. En
effet, chez des animaux déficients pour la Tamaline, qui est une protéine associée aux
récepteurs de type mGlu, les effets majeurs des ECS sur la plasticité, a savoir la stimulation
de la neurogénése adulte, le bourgeonnement des fibres moussues et 1’augmentation de la
complexité de I’arborisation dendritique, sont abolis (Yanpallewar et al., 2012). Ainsi, les
effets des ECS pourraient étre médiés par la modulation de la neurotransmission
glutatmatergique et/ou par la plasticité synaptique. En effet, les ECS ont été montrées comme

stimulant la synaptogénese (cf partie précédente épines et arborisation dendritiques).
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e) Les différences entre 'Homme et les rongeurs.

La neurogénese adulte hippocampique est également présente chez I’Homme
(Eriksson et al., 1998; Spalding et al., 2013), mais son analyse est difficile. Ainsi, toutes les
¢tudes permettant d’avancer dans la compréhension de ce phénoméne ont été réalisées chez
les animaux et plus particulierement chez les rongeurs. Cependant la proportion de la
population hippocampique impactée par la neurogénése adulte et son maintien au cours du
vieillissement semble étre différente entre les rongeurs et 1’Homme (Ernst and Frisén, 2015).
Spalding et des collégues ont montrés que la neurogénese adulte hippocampale humaine
impliquait environ 35% des cellules de 1’hippocampe, avec 700 nouveaux neurones ajoutés
par hippocampe par jour, correspondant a un renouvellement de 1,75% par an dans la
population impactée (Spalding et al., 2013). Sachant que les cellules du GD représentent
environ 35% des cellules de 1’hippocampe, il a été suggéré que toute la population cellulaire
du GD était renouvelée par la neurogénese adulte (Spalding et al., 2013; Ernst and Frisén,
2015). Chez les rongeurs, seulement 10% environ de la population neuronale du GD serait
impactée par la neurogénese adulte (Imayoshi et al., 2008).

De plus, chez les rongeurs un déclin prononcé de la neurogenese adulte est observé
avec 1’age (Kuhn et al., 1996), alors que chez ’'Homme le taux de création des nouveaux

neurones reste relativement stable au cours du vieillissement (Spalding et al., 2013).

Globalement, aucune étude n’a €té réalisée sur des animaux présentant des anomalies
comportementales chroniques dans ’ensemble des dimensions et associées a des atteintes
neurobiologiques constitutionnelles. Au laboratoire, nous avons un modeéle constitutif des

pathologies psychiatriques, les souris invalidées pour le géne mapé.

II. Le cytosquelette et les pathologies psychiatriques.

Depuis quelques années les résultats de plusieurs études convergent vers I’implication
du cytosquelette et de ses régulateurs dans les pathologies psychiatriques (Wong et al., 2013;
Marchisella et al., 2016). Des ¢tudes chez ’Homme et I’animal, ont montré des altérations des
connectivités neuronales et de la plasticité dans les pathologies psychiatriques (Rosoklija et
al., 2000; Duman et al., 2007; Yuan et al., 2010; Penzes et al., 2011; Kang et al., 2012). Elles

seraient notamment induites par des altérations du cytosquelette neuronal et de ses régulateurs
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(Bianchi et al., 2009; Yang et al., 2009; Soetanto et al., 2010; Bianchi and Baulieu, 2012;
Brown et al., 2014).

1. Le cvtosquelette neuronal.

Le cytosquelette neuronal est composé de neurofilaments intermédiaires, de filaments
d’actine ou microfilaments et de microtubules. Les altérations des neurofilaments sont
impliquées dans des pathologies neurodégénératives, tel que la sclérose latérale
amyotrophique et certaines neuropathies (pour plus d’informations sur les neurofilaments
(Lépinoux-Chambaud and Eyer, 2013; Lowery et al., 2015). Je développerai plus en détails
I’actine et les microtubules, plus pertinents pour cette étude par leur implication directe ou par

I’intermédiaire de leurs régulateurs, dans la physiopathologie des troubles psychiatriques.

A L’actine.

L’actine est retrouvée dans les neurones principalement sous forme de filaments
d’actine, appelé actine F. Ces derniers sont composés de 1’assemblage de monomeéres d’actine
globulaire (actine G). L’actine F est trés dynamique et de nombreux régulateurs ont été décrits
(Campellone and Welch, 2010).

L’actine et sa dynamique sont importantes dans la morphologie et la motilité du cone
de croissance, dans la croissance des neurites et dans la guidance axonale. Dans les neurones
matures, elle joue un role clef dans le trafic et ’ancrage des récepteurs (Renner et al., 2008),
dans la formation des synapses (Matus, 2005; Cingolani and Goda, 2008), plus
particulierement dans la partie post-synaptique : 1’épine dendritique (Sekino et al., 2007).

Les épines sont riches en actine F, ou elle a un réle important dans la stabilisation, la
maturation et la plasticité (Star et al., 2002; Cingolani and Goda, 2008; Hotulainen and
Hoogenraad, 2010). On peut ainsi citer comme exemple, son implication dans la
potentialisation a long terme ou LTP (mécanisme moléculaire de la mémoire). La LTP va se
traduire par un renforcement de ’activité¢ de la synapse, visible morphologiquement par un
agrandissement de la téte de 1’épine et une réorganisation de 1’actine (Fukazawa et al., 2003;

Fortin et al., 2010).

B Les microtubules.

Les microtubules sont des éléments fibreux du cytoplasme présents dans toutes les

cellules eucaryotes. Ils sont essentiels pour des fonctions vitales des cellules, telles que la
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division cellulaire, la morphogénese et son maintien, et le trafic vésiculaire (Yamada et al.,
1970; Kapitein and Hoogenraad, 2011).

La morphologie polarisée des neurones est cruciale pour leurs fonctions (recevoir,
analyser et transmettre 1’information électrique). Cette polarité est dépendante des
microtubules (Witte and Bradke, 2008). Ils jouent un role important dans la formation, le
maintien et la dynamique de 1’arborisation dendritique, qui est le compartiment qui regoit les
signaux électriques. Les microtubules sont également des éléments clefs dans le
développement et le maintien de 1’axone, qui est le compartiment transmettant 1’information
aux autres neurones (A M Craig and Banker, 1994). lls sont également importants dans le
transport moléculaire, servant de rails aux moteurs moléculaires (Guzik and Goldstein, 2004;
Kapitein and Hoogenraad, 2011).

Les microtubules sont des tubes creux, formés d’en moyenne 13 protofilaments
juxtaposés, issus de la polymérisation d’hétérodimeres de tubuline (alpha et beta). Ce sont des
structures polarisées et dynamiques dont la longueur peut varier par 1’alternance de phase de
polymérisation et dépolymérisation, qui est le processus nomme instabilité dynamique
(Mitchison and Kirschner, 1984; Desai and Mitchison, 1997). lls possedent une extrémité dite
« bout plus », ou I’on peut observer une élongation rapide, et une extrémité dite « bout
moins », de dynamique plus lente (Bergen and Borisy, 1980). Cette polarité permet un
transport bidirectionnel et permet d’établir la compartimentation en axones et en dendrites, ou
I’orientation des microtubules est différente (Baas et al., 1991). Dans les neurones matures,
les microtubules sont en grande proportion stables et résistants aux substances
dépolymérisantes et au froid (Pirollet et al., 1983; Job and Margolis, 1984 a; Margolis and
Job, 1984).

La dynamique des microtubules est finement régulée par des facteurs protéiques que
sont les moteurs protéiques et les protéines associées aux microtubules ou MAPs (Hirokawa,
1994; Lieuvin et al., 1994).

C Les MAPs.

La régulation de la dynamique des microtubules est essentielle pour la bonne
organisation du cytosquelette et pour la constitution de la morphologie neuronale particuliere
(Li and Gundersen, 2008; Witte and Bradke, 2008). Cette stabilisation est realisée par une
famille de proteine, les MAPs (pour « Microtubule Associated Proteins »). Parmi celles-ci, on
peut citer Tau, DCX, MAP2, MAP1B et MAPG.
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Tau est une protéine neuronale, possedant six isoformes, qui sont exprimees de facon
différentielle au cours du développement (Drubin and Kirschner, 1986 a, 1986 b). Elle
favorise la polymérisation et I’assemblage des microtubules (Weingarten et al., 1975;
Cleveland et al., 1977; Drechsel et al., 1992) et est responsable de la stabilisation de ceux-ci
dans I’axone (Binder et al., 1985; Brandt and Lee, 1993). Tau est impliqué dans le
développement neuronal et le maintien du systeme nerveux (Avila et al., 2004). L’altération
de ses fonctions suite & son hyper-phosphorylation est impliquée dans des pathologies
neurodégénératives, tel qu’Alzheimer (Avila et al., 2004; Goedert and Spillantini, 2006).

La Doublecortin ou DCX, est exprimée dans les neurones en développement pendant
la période embryonnaire et durant une courte période postnatale (Francis et al., 1999; Gleeson
et al., 1999; Belvindrah et al., 2011). Chez I’adulte, I’expression de DCX est transitoire et
restreinte aux cellules lancées dans le processus de neurogénése adulte (Brown et al., 2003).
Ces différences d’expression suggerent qu’elle aurait plusieurs fonctions au cours du
développement et chez 1’adulte. DCX stabilise les microtubules et favorise la formation de
faisceaux de microtubules (Francis et al., 1999). Ses propriétés sont également modulées par
la phosphorylation, avec pour conséquence de diminuer son affinité avec les microtubules
(Schaar et al., 2004; Tanaka et al., 2004). DCX semble jouer un role central dans la
différentiation et la migration neuronale, suggéré par la présence de défauts de 1’arborisation
dendritique et de migration lors de son inhibition sur des neurones en culture (Kappeler et al.,
2006; Koizumi et al., 2006); ceci a été confirmé par 1’observation de mutation du géne dcx
conduisant au syndrome de Lissencéphalie, qui est caractérisé par des défauts séveres de

migration des neurones corticaux (Taylor et al., 2000).

MAP2 posséde différents isoformes touts exprimés dans le systéme nerveux central
(Neve et al., 1986). Elles lient et stabilisent les microtubules selon leur état de
phosphorylation (Brugg and Matus, 1991). Les isoformes MAP2A et MAP2B sont présentes
exclusivement dans les neurones et plus particulierement dans des compartiments spécifiques
que sont le soma et les dendrites (Caceres et al., 1984 a, 1984 b). Elles sont différemment
exprimées selon le stade de développement (Tucker et al., 1988), et semblent étre impliquées
dans la morphogénése neuronale. Alors qu’une inhibition de MAP2 dans des cultures de
neurones entraine une diminution du nombre de neurites (Caceres et al., 1992; Sharma et al.,
1994), aucun dommage majeur dans 1’organisation du systéme nerveux n’est observé dans les
souris invalidées pour le gene map2. Ceci est probablement di a des mécanismes de

compensations par d’autres MAPs, tel que MAPIB (Teng et al., 2001). Une altération de
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I’expression de MAP2 est observée chez de nombreux patients atteints de schizophrénie
(Broadbelt et al., 2002; Shelton et al., 2015) et serait liée a la perte d’épine dendritique
(Shelton et al., 2015).

MAP1-B fait partie des MAP de type 1 exprimées chez la plupart des vertébrés, qui est
composée de MAP1-A, MAP1-B et MAP1-S (Halpain and Dehmelt, 2006). Elles lient et
stabilisent les microtubules notamment lors de 1’exposition a des drogues dépolymérisantes tel
que le nocodazole (Hirokawa, 1994; Bondallaz et al., 2006). Elles ont également la capacité
d’interagir avec les microfilaments d’actine (Togel et al., 1998) et de lier ainsi ces deux
éléments du cytosquelette. MAP1A est fortement exprimée au niveau des dendrites et joue un
role dans le contréle de la synaptogénese (Szebenyi et al., 2005), alors que MAP1B est
présente dans tous les compartiments neuronaux, et majoritairement au niveau des axones en
développement et de leurs cones de croissance (Black et al., 1994). MAP1B peut étre
phosphorylée, induisant une diminution de la stabilité des MTs (Goold et al., 1999), et sa
délétion induit une migration anormale des neurones et des défauts de croissances neuronales
(Edelman et al., 1996). Elle joue donc un réle essentiel dans la croissance axonale en
influencant la dynamique des microtubules au niveau des cones de croissance. De plus il est
intéressant de noter qu’une altération de la phosphorylation de MAP1-B est retrouvée chez les

patients schizophrénes (Blanpied and Ehlers, 2004).

Parmi toutes les MAPS, peu d’entre elles sont capables de stabiliser les microtubules
face aux substances dépolymérisantes et au froid, les états les plus extrémes de stabilisation

des microtubules. L’une d’entre elle, découverte par cette propriété particulicre est la protéine

MAPG.

2. Les protéines MAP6.

La protéine MAP6 pour « Microtubule Associated Protein 6 » était anciennement
appelée STOP pour « Stable Tubule Only Polypeptide » pour sa propriété de stabiliser les
microtubules au froid, caractéristique ayant permis sa découverte (Job et al., 1982). MAPG6 se
lie aux microtubules et les stabilisent, induisant une resistance a des conditions
déstabilisatrices, a savoir 1’exposition a de basse température (< 15°C) et a des molécules

dépolymérisantes tel que le nocodazole (Bosc et al., 2003).
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A Structures moléculaires et isoformes.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
I | I I |
MAP6-N [ CTET [ i [ | I
Mapé-E i LTET | DO [ [
I:l Partie N-terminal avec les Cs palmitoylatbles D Domaines Mn
D PRD "Proline Riche Domain" |:| Domaines Mc
I Sites de phsophorylations par CAMKII D Répétitions C-terminal

- Sites de liaison du complexe Calcuim/calmoduline

Figure 6: Structure des isoformes neuronales : MAP6-E et MAP6-N.

Les lignes noires délimitent les zones codées correspondant aux quatre exons. La partie N-terminal posséde
plusieurs cystéines (Cys) pouvant étre palmitoylées. Les protéines MAP6 peuvent étre phosphorylées au niveau
de différents sites par la protéine kinase calcium/calmoduline dépendante Il (CAMKII). Les domaines Mn
stabilisent les microtubules au nocodazole et au froid, alors que les domaines Mc permettent uniquement a la
stabilisation au froid. Ces derniers sont également importants pour la liaison a ’actine, leur nombre peut varier
en fonctions des espéces et entre les rats et les souris. Le nombre de répétitions présentes en C-terminal varie
selon les espéces et est de fonction inconnue.

MAPG est codée par un seul gene composé de quatre exons (Denarier et al., 1998 a).
Différents isoformes peuvent étre produits par épissage alternatif de ce gene ou par
’utilisation de promoteurs distincts (Aguezzoul et al., 2003). Cing variant tissulaires et
développementaux ont été mis en évidence, la MAP6-N, MAP6-E, MAP6-F, MAP6-O et
MAPG-A (Bosc et al., 1996; Denarier et al., 1998 a; Guillaud et al., 1998; Galiano et al.,
2004).

Les isoformes neuronales, sont MAP6-N (MAP6-Neuronal) majoritaire chez 1’adulte
et MAP6-E (MAPG6-Early) est abondante chez I’embryon et présente mais moins exprimeée
chez I’adulte (Bosc et al., 1996; Guillaud et al., 1998). Comme illustré dans la Figure 6, la
différence entre ces deux isoformes se situe au niveau de leur partie C-terminale, qui est
manquante chez MAP6-E. MAP6-N est I’isoforme compléte, exprimant toute la partie
codante du gene map6 (Bosc et al., 2003).

MAPG est retrouvée dans d’autres types cellulaires du systeme nerveux central avec
MAPG6-O, qui est I’isoforme majeure dans les oligodendrocytes, et MAP6-A, qui est
I’isoforme spécifique des astrocytes (Galiano et al., 2004).

MAPG6 n’est pas spécifique au cerveau, elle a pu étre observée dans le cceur, les

muscles, les reins, les poumons et les testicules (Aguezzoul et al., 2003). Il a été notamment
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identifié un isoforme non-neuronale, plus particulierement caractérisé dans les fibroblastes,
d’ou provient son nom, la MAP6-F (Denarier et al., 1998 b). Ce variant a la particularité
d’étre exprimé par un promoteur différent des autres isoformes, de ce fait il est tronqué d’une

large partie N-terminale (Aguezzoul et al., 2003).

B Fonctions des isoformes neuronales.

MAPG a été initialement décrite comme régulant la dynamique des microtubules (Job
et al., 1982, 1987; Job and Margolis, 1984 b). Son réle de stabilisation des microtubules, est
dépendant de modules particuliers nommés Mn et Mc (Figure 6) (Bosc et al., 2001; Delphin et
al., 2012). MAPG6-N est principalement observée au niveau des microtubules stables, présent
dans 1’axone et dans les dendrites (Guillaud et al., 1998; Andrieux et al., 2002). Comme
d’autre MAPs, MAP6 peut subir des modifications, induisant sa relocalisation et
probablement la régulation de ses fonctions. En effet, MAPG6 peut étre phosphorylée, ce qui
entraine sa relocalisation au niveau de structure riche en actine F, avec une possibilité de
liaison de MAP6 a I’actine (Baratier et al., 2006). Cette phosphorylation est réalisée par la
CAMK I (protéine kinase calcium/calmoduline dépendante II) (Figure 6) (Bosc et al., 1996;
Baratier et al., 2006). MAPG6 lie le complexe calcium-calmoduline sur les sites de liaison aux
microtubules (Figure 6) (Bosc et al., 2003; Lefevre et al., 2013). Une autre modification a été
observée, la palmitoylation. MAPSG, peut étre palmitoylée au niveau de cystéines localisées en
N-terminal (Figure 6), ce qui permet sa localisation au niveau des membranes et de 1’appareil
de Golgi (Gory-Fauré et al., 2006, 2014, -). La possibilité de relocalisation de MAP6 a
I’actine, aux membranes et 1’appareil de Golgi est intéressante, sachant que 1’appareil de
Golgi a été localisé au niveau des synapses et des dendrites, ou il semble étre important pour
la plasticité synaptique (Horton and Ehlers, 2004), et que MAP6 a également été observé au
niveau synaptique (Andrieux et al., 2002). De plus, il est important de noter qu’une activation
neuronale par I’exposition au glutamate (compatible avec 1’activation de la CAMKII) induit
une augmentation du marquage de MAP6-N au niveau de structures riches en actine (Baratier
et al., 2006). Ainsi, il se pourrait que MAPG ait un réle au niveau des synapses.

En plus de son implication au niveau synaptique, MAP6 semble jouer un réle dans le
développement neuronal. En effet, il a été montré que la surexpression de MAP6 dans des
neurones d’hippocampe en cultures réduisait fortement le nombre de branchements
dendritiques (Schwenk et al., 2013). De plus, MAP6 présente un profil d’expression

différentiel au cours du temps dans le phénomene de neurogénese adulte, avec une expression
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dans les neurones immatures puis matures, mais pas dans les précurseurs neuronaux (Fournet
etal., 2010).

Une autre étude a montré I’implication de MAP6 dans le transport dendritique des
lysosomes. Cette propriété est médiée par son interaction direct avec TMEM106B, une
protéine transmembranaire localisée au niveau des endosomes tardifs et des lysosomes
(Schwenk et al., 2013). La protéine MPAG a également été montrée comme impliquée dans le
transport axonale (Daoust et al., 2014).

3. Les souris KO-MAPG6.

Pour aller plus loin dans 1’étude la protéine MAPG6, et identifier son role physiologique
a I’échelle de 1’animal, des souris déficientes pour cette protéine ont été générées (Andrieux et

al., 2002).

A Génération des souris KO-MAP6.

La protéine MAP6 possédant différentes isoformes, il était important d’inhiber
I’expression de toutes ses formes. Pour cela, une cassette contenant le gene rapporteur LacZ a
¢été insérée par recombinaison homologue dans I’exon 1 (codant pour la partie N-terminal de
MAPG6, commune a toutes les isoformes). LacZ étant exprimé sous le promoteur de MAPS, il
permet de visualiser le patron d’expression de la protéine dans les différentes régions
cérébrales. Ainsi, dans le cerveau, les protéines MAPG6 sont exprimées dans différentes
régions cérébrales, le systtme olfactif, la couche VII du cortex, I’hippocampe,
I’hypothalamus, 1’habenula et le cervelet (Andrieux et al., 2002; Couégnas et al., 2007).

Selon le ratio mendélien, le croisement entre les souris hétérozygotes pour MAP6
donne 50% de souris hétérozygotes (Het), 25% de souris sauvages (WT) et 25% de souris
déficientes pour MAP6 (KO).

Les souris invalidées pour le géne Map6 (souris KO-MAPG6) sont viables mais
présentent des défauts comportementaux associés a des altérations neuro-anatomiques et
neurobiologiques, pouvant étre assimilés aux symptomes et aux altérations biologiques de

pathologies psychiatriques.

Les souris KO-MAP6 présentent également des altérations physiologiques telles
qu’une altération du poids corporel, et une altération des seuils de sensibilité. En effet, le

poids des souris KO-MAP6 juvéniles (1-6 semaines) et &gées (24-27 semaines) n’est pas
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different des souris sauvages, alors que les jeunes adultes (6-8 semaines) ont un poids
corporel réduit (Fournet et al., 2012 c). Elles montrent également une hypersensibilité
nociceptive, avec un seuil de sensibilité a des stimuli thermiques et mécaniques inférieur aux
souris WT (Charlet et al., 2010).

B Troubles comportementaux.

La délétion du gene STOP chez la souris induit des altérations comportementales
sensibles aux neuroleptiques (NL), aux antidépresseurs (Fournet et al., 2012 a) et a
I’épothilone D, un agent stabilisateur des microtubules (Andrieux et al., 2006). Parmi ces
altérations, nous pouvons retrouver des troubles comportementaux associés aux 3 types de
symptomes : les troubles positifs, négatifs et cognitifs observés dans la schizophrénie. On peut

également observer des comportements associés aux symptomes de la dépression.
a) Comportements associés aux troubles positifs :

L’activité spontanée des souris KO-MAPG6 est fragmentée, avec des périodes
d’activités intenses sans but apparent alternées avec des périodes d’apathie. Ainsi les phases
d’activité et d’apathie, prennent I’ascendant sur le temps passé a se nourrir et a dormir par
rapport aux souris WT (Andrieux et al., 2002). De plus, si I’on étudie leur activité motrice
durant le cycle jour/nuit, on peut observer une hyperactivité lors de la phase nocturne qui
n’apparait qu’aprés la puberté (Brun et al., 2005; Bégou et al., 2007). Une hyperactivité
motrice a pu également étre observée en réaction a un nouvel environnement ou en réponse a
un stress 1éger tel qu’une injection saline (Brun et al., 2005; Fradley et al., 2005; Bégou et al.,
2007; Fournet et al., 2012 a; Volle et al., 2013), ou suite a I’exposition aux psychostimulants
tel que ’amphétamine(Brun et al., 2005; Bégou et al., 2007; Volle et al., 2013), la cocaine et
la nicotine (Bouvais-veret et al 2007 ; Bouvais veret et al 2008).

b) Comportements associés aux troubles négatifs :

Les souris KO-MAP6 présentent un comportement maternel fortement altéré. En effet
elles ont un défaut dans la préparation du nid et ne présentent aucun intérét pour les
souriceaux, ce qui a pour conséquence leur mort dans les 24 a 48 heures apres leur naissance
(Andrieux et al., 2002). Ces effets sont indépendants du génotype des souriceaux et
d’altérations organiques ou hormonales (Andrieux et al.,, 2002). Les souris KO-MAP6
présentent également une altération séveére de I’interaction sociale et de 1’agressivité
(Andrieux et al., 2002; Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010; Volle et al., 2013).
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Les souris KO-MAP6 montrent un déficit du filtrage sensorimoteur, avec une
diminution de I’inhibition d’un pré-stimulus sonore (PPI : Pre-Pulse Inhibition) (Fradley et
al., 2005).

c) Troubles cognitifs :

Les souris KO-MAPG6 présentent de nombreux défauts cognitifs. On peut citer par
exemple de fortes altérations des performances d’apprentissage, qui peuvent étre observées
dans différents tests, tel que la reconnaissance du nouvel objet (Andrieux et al., 2002; Powell
et al., 2007; Kajitani et al., 2010; Fournet et al., 2012a, 2012b) et la version associative de la
piscine de Morris (Bouvrais-Veret et al., 2007). Elles présentent également des défauts de la
mémoire de travail spatiale, comme observé dans le test de la piscine de Morris avec des
indices dans I’espace (Fournet et al., 2012b), des défauts de la mémoire a court et long terme,
avec le test d’alternance spontanée (Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010; Fournet et al.,
2012 b, 2012 ¢; Volle et al., 2013) et des défauts de la memoire sociale (Bégou et al., 2008; Volle
et al., 2013).

d) Comportements associés a la dépression :

Les comportements assimilés aux symptoémes de la dépression peuvent étre mis en
¢vidence par I’évaluation du comportement de nettoyage qui peut étre assimilé a I’aspect
corporel négligé des patients déprimés (Willner, 1991), par la diminution de la consommation
de fluide ou nourriture agréables qui peut étre interprété comme un signe d’anhédonie
(Willner, 1991), et par la diminution de I’interaction sociale, qui est également un symptome
de la dépression associé a 1I’anhédonie. Pour ces tests, les souris KO-MAP6 exhibent une
altération de comportement par rapport aux souris WT, avec une diminution du comportement
de nettoyage, une faible préférence pour 1’eau sucrée (Fournet et al., 2010) et une diminution

de I’interaction sociale (Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010; Volle et al., 2013).
e) Anxiété :

Les comportements d’anxiété chez les souris peuvent étre mesurés par différents tests,
ou les souris ont le choix entre des zones anxiogenes (champ libre ou zone de forte intensité
lumineuse) et une zone moins anxiogéne (I’obscurité ou les parois des cages). L’¢état d’anxiété

des souris KO-MAPG est difficile a évaluer, en effet selon le test réalisé, on peut les
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considérer comme plus anxieuses que les souris WT (Fournet et al., 2012b), alors que dans

d’autres tests, on peut les considérer comme moins anxieuses (Andrieux et al., 2002)

C Défauts neuro-anatomique.

Des altérations de volume et de structures ont été observées chez les souris KO-
MAPG.

Deux altérations volumiques importantes ont été observées, a savoir une augmentation
importante de la taille des ventricules latéraux (Powell et al., 2007; Deloulme et al., 2015) et
une diminution du volume cérébral total (Deloulme et al., 2015; Article 2). L’altération du
volume global du cerveau pourrait étre expliquée par une diminution de certaines régions
corticales et sous corticales, tel qu’une diminution de volume du thalamus et du striatum par
exemple (Powell et al., 2007). Comme chez les patients atteints de schizophrenie, la substance
grise n’est pas la seule impactée. Des altérations des faisceaux d’axones de la substance
blanche ont également été mises en évidence, tel qu’une diminution de la taille du corps
calleux et un défaut important du fornix (tract reliant le subiculum et les corps mamillaires),
qui est tronqué dans sa partie la plus distale (Deloulme et al., 2015; Article 2). Néanmoins
aucune modification de volume de I’hippocampe n’a été observée (Powell et al., 2007;
Deloulme et al., 2015; Annexe 1). L’observation de défauts des tracts neuronaux associés a
I’implication de MAP6 dans une voie de signalisation sémaphorine, suggérent I’implication

de MAPG6 dans le développement de ces tracts.

Au niveau structural, il a été mis en évidence des défauts synaptiques, a savoir une
altération de la partie présynaptique des neurones des bulbes et de 1’épithélium olfactif
(Richard et al., 2009; Benardais et al., 2010) et une diminution de la densité des épines
dendritiques qui a été observée au niveau du cortex des souris KO-MAP6 et dans des cultures
de neurones d’hippocampe (Bisbal et al en préparation). Ces résultats sont en adéquation avec

I’hypothese précédemment évoquée sur I’'implication de MAP6 dans la fonction synaptique.

D Défauts neurophysiologiques.

Les souris KO-MAP6 présentent de fortes modifications de I’activité métabolique
cérébrale de base, des systemes de neurotransmission et des mécanismes de plasticité

cérébrale.
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Le métabolisme du glucose cerébral des souris KO-MAPG6 est significativement
augmenté dans certaines régions incluant le cortex olfactif, I’hypothalamus, 1’aire tegmentale

ventrale (ATV) et la substance noire compacte (Hanaya et al., 2008).

Des altérations importantes des principaux systémes de neurotransmission sont
observées chez les souris KO-MAP6, parmi celles-ci on peut citer une hyperréactivité
dopaminergique du systeme meéso-limbique (ATV et Noyaux accumbens) (Brun et al., 2005;
Bouvrais-Veret et al., 2008), une hypoglutamatergie hippocampale (Andrieux et al., 2002;
Brenner et al., 2007) et un déséquilibre régional des systémes sérotoninergique et
noradrénergique (Fournet et al., 2010, 2012b). Plus précisément, le déséquilibre de ces
derniers est présent entre les corps cellulaires monoaminergiques et les zones de projections.
Les corps cellulaires présentent, par exemple une augmentation du taux endogene de
sérotonine (5-HT) et de noradrénaline (NA), une augmentation de leurs catabolites ainsi que
de leurs transporteurs plasmatiques (SERT et NET respectivement) alors qu’ils sont diminués
dans toutes les régions de projections (Fournet et al., 2010, 2012b). De plus, le désequilibre
du systéme sérotoninergique est aggravé par 1’exposition des souris KO-MAP6 a un stress
Iéger (Fournet et al., 2012 b).

L’hypoglutamatergie hippocampique peut étre expliquée par la diminution du nombre
de vésicules synaptiques dans les terminaisons axonales (Andrieux et al., 2002). Ceci peut
expliquer la diminution de la plasticité synaptique hippocampique a long terme, a savoir la
forte altération des mécanismes de potentialisation et dépression a long terme (LTP et LTD)
et la diminution de la potentialisation a court terme (Andrieux et al., 2002, 2006). En lien avec
ces altérations, une diminution des taux tissulaires d’ARNm de certaines protéines pré- et
post-synaptiques comme la synaptophysine et GAP-43 a été rapportée dans I"hippocampe des
souris KO-MAP6 (Eastwood et al., 2007), ce qui concorde avec tous les résultats précédents,
montrant une altération importante des synapses chez les souris KO-MAP6. Ces expériences
soutiennent le réle proposé pour les protéines MAP6 dans la plasticité synaptique (Andrieux
et al., 2002; Brenner et al., 2007), et pourraient expliquer en partie les altérations cognitives
observées chez les souris KO-MAP6.

Malgreé 1’étroite relation entre le systéme glutamatergique et GABAergique, ce dernier
ne semble pas modifié (Brenner et al., 2007).

D’autres systémes de neurotransmission sont affectés chez les souris KO-MAPG. Par

exemple le systeme cholinergique, avec une diminution de son transporteur vésiculaire et une
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altération d’expression de certains de ses récepteurs dans certaines régions du cerveau
antérieurs (Bouvrais-Veret et al., 2007).Un systéme peptidergique est également altéré, avec
une concentration élevée de morphine et des récepteurs opioides dans le cortex, I’hippocampe
et le cervelet (Charlet et al., 2010).

La neurogenese olfactive et la neurogénése adulte hippocampique sont également
altérées. Le systeme olfactif est un réseau neuronal tres plastique, les cellules sensorielles des
épithéliums olfactifs sont constamment renouvelées (Graziadei and Graziadei, 1979; Calof et
al., 1996). Cette neurogénése olfactive périphérique est altérée chez les souris KO-MAPS,
avec des défauts des connections synaptiques par exemple (Benardais et al., 2010).

Pour la neurogénese adulte hippocampique, les souris KO-MAP6 présentent une
diminution de la prolifération des progéniteurs neuronaux ainsi qu’une réduction des neurones
néoformeés dans le gyrus denté. Alors que, la neurogénese adulte présente au niveau des
ventricules latéraux et des bulbes olfactifs n’est pas altérée chez les souris KO-MAPG6
(Fournet et al., 2010). Il est également important de noter le profil d’expression de la protéine
MAP6 au cours de la neurogénese adulte, en effet, elle est exprimée dans les neurones
immatures et matures ce qui suggere 1I’implication de la protéine MAP6 dans la différentiation
et I’intégration des nouveaux neurones dans le circuit hippocampique préexistant (Fournet et
al., 2010).

Le niveau de CORT plasmatique chez les souris KO est plus élevé que chez les souris
WT. Cette concentration supérieure chez les souris KO-MAP6 ne bloque pas 1’augmentation
de la concentration de CORT induite par ’exposition a un stress léger, tel qu’une injection
saline, cette augmentation est cependant de moindre mesure par rapport aux souris WT
(Fournet et al., 2012 b).

E Effets de traitements.

a) Effets des antipsychotiques.

Le traitement a long terme des souris KO-MAP6 avec des neuroleptiques
(chlorpromazine, haloperidol) et des antipsychotiques atypiques (rispéridone, clozapine)

réduit un certain nombre de leurs défauts.
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Les deux types antipsychotiques améliorent le comportement maternel, ’hyper
réactivité locomotrice, I'apprentissage spatial et les interactions sociales chez les souris KO-
MAPG6 (Andrieux et al.,, 2002; Brun et al., 2005). D'un autre cOté, un traitement avec les
antipsychotiques atypiques restaure la plasticité synaptique a long terme de I'hippocampe et
réduit I’anxiété observée chez les souris KO-MAPG ainsi que de leur hyperactivité (Fradley et
al., 2005; Delotterie et al., 2010; Merenlender-Wagner et al., 2010). Comme chez I’Homme, les
traitements chroniques avec des antipsychotiques typiques semblent peu efficaces sur les
défauts associés aux symptomes négatifs et cognitifs (Bégou et al., 2008) tandis que
I’administration d’antipsychotiques atypiques améliore notablement les symptomes négatifs et

atténuent les défauts cognitifs des souris KO-MAP6 (Delotterie et al., 2010).

b) Effets des antidépresseurs.

Les souris KO-MAP6 sont hyper-réactives au traitement aiglie de trois types
d’antidépresseurs, a savoir la fluoxetine, inhibiteur spécifique des SERT (Transporteur
Sélectif pour la Recapture de la Sérotonine), la reboxetine, un inhibiteur sélectif des NET
(Transporteur de la Norépinéphrine), et la venlafaxine, un inhibiteur mixte des SERT et NET,
(Fournet et al., 2012 b). 11 a été suggéré que cette hyperréactivité pouvait s’expliquer par une
plus faible compétition entre les antidépresseurs et les taux de sérotonine et de noradrénaline
pour la liaison aux SERT et aux NET respectivement (Fournet et al., 2012 b).

Un traitement chronique par la fluoxetine, induit des effets paradoxaux sur les statuts
anxieux et dépressifs des souris KO-MAP6 (Fournet et al., 2012 b). Il a été suggéré que ces
effets étaient issus du déséquilibre d’expression des SERT, avec un effet majeur au niveau des

corps cellulaires monoaminergiques (Fournet et al., 2012 b).

c) Effets d’'un nouveau traitement : I'épothilone D.

L’épothilone D est un composé analogue du taxol qui interagit directement avec la
tubuline afin de stabiliser les microtubules et qui contrairement au taxol, passe la barriére
hémato-encéphalique (Kolman, 2004; Nettles et al., 2004; Wang et al., 2005).

Chez les souris KO-MAP6 un traitement chronique a 1’épothilone D améliore les
déficits de plasticité synaptique, tel que la LTP et la PTP, augmente le nombre de vésicules

des neurones glutamatergiques dans 1’hippocampe et améliore les déficits de transport axonal
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(Andrieux et al., 2006; Fournet et al., 2012 b; Daoust et al., 2014). Cependant, il n’affecte pas
les défauts de LTD et des systemes dopaminergiques, sérotoninergiques et noradrénergiques
(Andrieux et al., 2006; Fournet et al., 2012 b). Certaines altérations associées aux symptoémes
de la schizophrénie tel que les déficits de maternage et la désorganisation de I’activité
spontanée sont améliorés (Andrieux et al., 2006). On peut observer un effet type
antidépresseurs dans le test de la nage forcée (utilisé pour évaluer les effets antidépresseurs de
traitements), mais aucun effet anxiolytique n’est objectivable (Fournet et al., 2012 b).

Ces résultats suggérent un réle important de la régulation des microtubules dans les
fonctions cognitives. Ceci est confirmé par I’amélioration de la densité des microtubules et
I’intégrit¢ axonale suite au traitement par [’épothilone D, dans un modéle de souris
transgéniques pour la maladie d’Alzheimer et les démences fronto-temporales. Un traitement
chronique de 3 mois avec des faibles doses d’épothilone D réduit les déficits cognitifs

présentés par ces souris sans induire d’effets secondaires (Brunden et al., 2010).

F Conclusion sur la souris KO-MAP6.

L’ensemble de ces études suggere que les souris KO-MAP6 sont un modéle animal
pertinent pour 1’étude des troubles psychiatriques (Andrieux et al., 2002; Desbonnet et al.,
2009). En effet, les souris KO-MAP6 valident les critéres d’apparence au travers des
altérations récapitulant les différentes dimensions de la schizophrénie et de la dépression.
Elles valident le critere de prédiction au travers des améliorations des troubles
comportementaux et biologiques par les traitements neuroleptiques. Les résultats d’études
génétiques sont en faveur de la validation du critére de construction, en effet il a été trouvé un
polymorphisme de MAP6 chez certains patients atteints de schizophrénie (Shimizu et al.,
2006) ainsi que des défauts d'expression chez les patients schizophrénes (Choi et al., 2009;
Martins-De-Souza et al., 2010).

Plus récemment MAPG6 a été relié avec I’autisme, avec une diminution d’expression de
la protéine MAP6 dans un modé¢le animal de 1’autisme (Wei et al., 2016).

Les souris KO-MAP6 représentent un modéele animal génétique d’atteintes

constitutionnelles récapitulant les différentes dimensions des troubles psychiatriques.
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G Souris hétérozygote pour MAP6.

Les souris hétérozygotes pour MAP6 (Het-MAP6) présentent un phénotype
comportemental intermédiaire par rapport aux souris KO-MAP6 et aux souris WT. En effet
les souris Het-MAP6 présentent des défauts d’interaction sociale, d’apprentissage et de
mémoire spatiale ainsi qu’une hyperactivité similaire aux souris KO-MAP6 (Merenlender-
Wagner et al., 2010; Volle et al., 2013). Alors qu’elles ne présentent pas de défauts
locomoteurs en réponse a un traitement par amphétamine ni de déficit de PPl contrairement
aux souris KO-MAP6 (Volle et al., 2013). Un traitement par un antipsychotique améliore
I’hyperactivité (Merenlender-Wagner et al., 2010). En résumé, les souris Het-MAP6 ne
présentent quelques caractéristiques réminiscentes de la schizophrénie mais de maniere
réduite en nombre et/ou en intensité. Il a donc été suggéré que les souris Het-MAP6 étaient un
modeéle animal mimant les individus a risque de développer une schizophrénie (Volle et al.,
2013). Ceci est validé par I’exacerbation de leurs troubles du comportement a la suite d’un
stress périnatal (\Volle et al., 2013).

De plus, le traitement a long-terme des souris Het-MAP6 par un agent neuro-
protecteur : le NAP (davunetide), améliore leurs déficits cognitifs et leur hyperactivité
locomotrice (Merenlender-Wagner et al., 2010). Ceci est intéressant car le peptide NAP
semble tenir son efficacité de I’interaction avec les microtubules (Matsuoka et al., 2008),
confirmant 1’étroite relation entre les altérations liées aux pathologies psychiatriques et la

régulation des microtubules.
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La présence de dépressions résistantes et de situation d’urgence nécessitant un
traitement rapidement efficace nécessite le recours a 1’électroconvulso-thérapie (ECT).
L’efficacité de ’ECT est parfaitement reconnue, cependant il existe un risque de rechute dans
les 2 a 6 premiers mois suivant 1’arrét de la cure et les bases biologiques responsables des
effets bénéfiques de ’ECT sont mal connues. Identifier ces bases permettrait d’améliorer le
traitement ECT tant en ce qui concerne son délai d’efficacité et sa tolérance, en particulier au
niveau cognitif ainsi qu’a dé-stigmatiser cette thérapie dans la population générale, chez les
patients et leur famille ainsi que chez nombre de soignants.

Des ¢études chez les rongeurs ont ét¢ entreprises pour tenter d’identifier les bases
moléculaires des effets des ECTSs avec I’utilisation de stimulations électroconvulsives (ECS).
Cependant un nombre réduit d’études ont utilisées des modeles animaux des pathologies
psychiatriques. Généralement les modeles animaux utilisés ont été généré par 1’induction de
troubles transitoires et focaux associés a la dépression, permettant d’étudier un seul aspect de
la pathologie. De maniére globale I’ensemble des résultats obtenus chez les rongeurs reste
controversés, méme si de plus en plus d’évidences impliquent la neurogénése adulte dans les
effets des traitements antidépressifs, dont ’ECT. A ce jour, aucune étude chez les rongeurs
n’a pu mettre en relation le décours temporel des effets biologiques et des effets
comportementaux des ECS, chez un modele animal de troubles psychiatriques constitutifs,
exprimant un ensemble d’altérations associées a la pathologie.

Au cours des 10 dernieres années, les souris déficientes pour la protéine MAP6 (KO-
MAP6) ont été validées comme modele animal pour I’étude des troubles psychiatriques. Il a
été démontré par le laboratoire et d'autres équipes, que les souris KO-MAP6 possedent un
phénotype reproduisant un certain nombre de symptdmes positifs, négatifs et thymiques, ainsi
que les déficits cognitifs couramment observés chez les patients atteints de schizophrénie.
Certain de ces troubles comportementaux sont corrigés par les neuroleptiques et les
antidépresseurs. De plus, les troubles comportementaux sont associés a des altérations
biologiques réminiscentes des pathologies psychiatriques comme une plasticité synaptique
anormale, une réduction du volume cérébral et des tracts cognitifs comme le fornix ou encore
des anomalies de neurotransmission (glutamate, dopamine et sérotonine).

C’est dans ce contexte que S’est inscrit mon travail de thése qui a eu pour but
d’identifier les effets biologiques d’une cure d’ECS sous-tendant leurs effets antidépresseurs,
en utilisant un modéle animal qui récapitule certain troubles comportementaux et biologiques

associées aux pathologies psychiatriques : les souris KO-MAP6.
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Résumé de I’article: “ Electro Convulsive Seizures (ECS) increases the rate of
new-born neurons survival concomitantly with behavioral normalization in a mouse
model for depression ”

par Jonckheere Julie, Dall’Igna Gaelle, Deloulme Jean-Christophe, Lentini Celia,
Roland Marta, Brocard Jacques, Bruguére Sabine, Chauliac Nicolas, Couté Yohann, Porcher
Christophe, Denarier Eric, Lanté Fabien, Heinrich Christophe, Holtzmann Jerome, Suaud-

Chagny Marie-Francoise et Andrieux Annie et Sylvie Gory-Fauré. Article en préparation

L’épisode dépressif majeur constitue un probléme de santé publique important. Dans
ce type de pathologie, 1’électroconvulsivothérapie (ECT) est une réponse thérapeutique
reconnue comme efficace face a la résistance et au délai d’action des agents
pharmacologiques. Si la grande efficacité des ECT est incontestée, la méconnaissance de ses
effets biologiques contribue a la discréditer et reste un frein a son amélioration. L’étude chez
I’animal pourrait lever certains verrous scientifiques et permettre d’identifier les mécanismes
biologiques impliqués dans les effets de I’ECT, avec pour finalité de proposer de nouvelle
cibles thérapeutiques. Pour cela, des modeéles rongeurs ont été utilisés, qui par analogie a
I’ECT utilisé chez I’Homme consiste a 1’induction de crise convulsives tonico-cloniques
généralisées provoquées par des stimulations électroconvulsives (ECS). A ce jour, a notre
connaissance, aucune étude chez les rongeurs n’a pas pu mettre en relation directe le décours
temporel des effets biologiques avec le décours temporel des effets comportementaux des
ECS, chez un modeéle de dépression.

C’est dans ce contexte que nous avons débuté 1’¢tude des effets biologiques et
comportementaux des ECS chez un modele génétique des pathologies psychiatriques, les
souris KO-MAPG6. Ces animaux présentent des altérations comportementales et biologiques
assimilées aux symptémes de la dépression. En effet, ces souris présentent au niveau
comportemental, un retrait social, une anhédonie, des troubles cognitifs et au niveau
biologique, une diminution de la neurogénese adulte, une altération de la plasticité synaptique
et des altérations des neurotransmissions monoaminergiques et glutamatergiques.

Nous avons montré que ’administration d’une cure d’ECS améliorait les troubles
comportementaux des souris KO-MAP6 dans les tests de nage forcée (FST), de I’interaction
sociale (IS) et de « novelty suppressed feeding » (NSF). Ces effets sur le comportement sont
observables avec une cinétique différente en fonction du test : I’amélioration pour le FST est

trés ponctuelle, en fin de cure, contrairement au NSF qui perdure 18 jours apres la fin du
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traitement. Ces premiers résultats nous permettent de valider les souris KO MAP6 comme
modele d’étude de 1’effet des ECS.

Pour identifier de nouvelles pistes moléculaires responsables des effets bénéfiques des
ECS ainsi qu’une possible piste sur les origines moléculaires de 1’induction de la neurogénése
adulte par les ECS, nous avons réalisé une analyse des protéines pouvant étre modifiées suite
a ce traitement. Des modifications du taux de protéines entre les souris KO MAPG6 traitées
ECS par rapport aux souris traitées sham ont été observes, cependant ces variations sont trop
faibles pour étre considérées comme réellement di au traitement.

Plusieurs études chez les rongeurs ont déja mis en évidence un effet des ECS sur la
prolifération des précurseurs neuronaux dans 1’hippocampe. Nous avons étudié I’effet des
ECS sur les différentes étapes de la neurogénese. Dans cette étude, nous avons observé que le
traitement ECS stimule toutes les étapes de la neurogénése adulte et notamment le taux
d’intégration des nouveaux neurones. A notre connaissance, c’est la premicre fois qu’il est
montré qu'une cure d’ECS favorise cette étape. Lors que I’on analyse en paralléle les effets
comportementaux, nous observons toujours une différence significative du nombre de
nouveaux neurones intégrés 40 jours apres la fin de la cure (J40) alors que les améliorations
comportementales sont déja toutes abolis. Cependant, le nombre de neurones encore présent a
J40 est faible, ainsi le taux de neurones n’est probablement plus suffisant pour maintenir
I’amélioration comportementale, expliquant la perte des effets comportementaux a J40. De
plus, nous avons observé que 1’arborisation des neurones néoformés est plus complexe suite
aux ECS, traduisant probablement une meilleure connectivité avec le réseau environnant. Ceci
pouvant étre le mécanisme responsable de I’augmentation de la survie des nouveaux neurones
par le traitement ECS. Enfin, nous n’observons pas de restauration de la plasticité synaptique
(LTP et PTP) des souris KO MAP6 3 jours apres la fin du traitement ECS, alors qu’une
augmentation de la densité synaptique corticale et une augmentation de 1’expression

hippocampal du BDNF sont observées.
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Summary

Major depression is one of the most common psychiatric disorders affecting every year 120
million people worldwide. The presence of drug-resistant depression and life-threatening
situations requires the use of Electro Convulsive Therapy (ECT) - a non-drug therapy. ECT is
a very powerful treatment but the neurobiological mechanisms underlining its curative action
are not fully elucidated with several hypotheses including possible anticonvulsant,
neuroendocrine and/or neurotrophic beneficial effects. As a direct access of specific markers
in human is not easy, the animal counterpart of ECT, the electro convulsive stimulations
(ECS) has been developed. To date, current results arising from ECS studies in animals
remain not fully conclusive because mainly data have been obtained with unchallenged/naive
animals. Here we have analysed the consequences of ECS treatment on MAP6 KO mice (also
known as STOP KO mice) an animal model that constitutively exhibit behavioural and
biological features relevant to some aspects of major depressive disorder. We found that ECS
treatment has an overall beneficial effect on several constitutive behavioural defects,
displayed by MAP6 KO mice, with variable lasting times. At biological levels, ECS treatment
did not induce detectable modification of brain proteins expression pattern, but induced an
overall increase of hippocampal neurogenesis. Indeed ECS treatment strongly stimulated the
proliferation of neuronal progenitors and the rate of new born neurons survival. The better
survival correlated with an enhanced neuronal maturation, i.e. increased dendritic complexity
and dendritic spines density, which favour the integration rate in the pre-existing network.
Remarkably the time course of enhanced integration rate of hippocampal new-born neurons
paralleled the time course of some but not all behavior alleviation. Also, we found that ECS
enhanced neuronal dendritic spines density in cortical neurons and promoted enhanced levels
of the trophic factor, BDNF in the hippocampus.

In summary this study provide evidence that ECS treatment, when applied to MAP6 KO
mice, induced major neuronal plasticity events, the stronger being the increased integration of
hippocampal new-born neurons. We can thus propose that the beneficial effect of ECS act a
several levels on neuronal plasticity with an increase of neuronal progenitor proliferation, an
enhanced integration rate of functional new-born neurons in the hippocampus and an increase

neuronal plasticity with more dendritic spines.
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Introduction

Major depression is the most common of the psychiatric disorders affecting every year
120 million people worldwide. Even if pharmaceutical agents are successfully used in the
treatment of depression, they exert their mood-elevating effects only after prolonged
administration. The latency of antidepressant action is a problem in the treatment of major
depression in terms of suicide risk and disability. Furthermore, only about 30% of patients
show full remission and about 30% of depressives fail to respond to antidepressants. The
presence of drug-resistant depression and situations thought to be life-threatening have
necessitated the revival of ElectroConvulsive Therapy (ECT) - a non-drug therapy. Today, if
ECT retains an important place in clinical practice as a highly effective and rapid alternative
treatment, it is still practically regarded as the last resort and its dissemination appears limited.
One of the major reasons may be that neurobiological mechanisms triggered by ECT are not
fully elucidated. Deciphering the biological effects of ECT may be a key element to reinforce
public information and to destigmatize this treatment.
Because ECT requires repeated induction of electroconvulsive seizures, adaptive changes in
the brain and regulation of gene expression, are likely to be the fundamental basis on which
ECT acts. Current theories of ECT, anticonvulsant, neuroendocrine and neurotrophic theories,
(Bolwig, 2011) are weakened by the lack of direct access of specific markers in human and
thus mainly supported by results from research on electroconvulsive stimulations (ECS), the
animal counterpart of ECT (Bolwig, 2011). However, the current results remain inconclusive
because mainly animal data are based on unchallenged animals. Indeed, the use of “naive”
animals present several drawbacks as the biological effects induced by ECS might not be
primarily considered as underlying disease relief and are not time correlated with behavioural
improvements. To note, some studies have analysed the effect of ECS on animal models
developed to assess antidepressant activity using acutely-induced behavioural deficits
(Jiménez Vasquez et al., 2000; Sartorius et al., 2007) or animal model developed for studying
stress and anxiety such as CORT- or Learned Helplessness rat models (Gregus et al., 2005;
Murray et al., 2008; Duman, 2010). Altogether the literature screen clearly indicates that
studies using animal models that exhibit some behavioural and biological hallmark
characteristics of depression are still crucially needed. In this context, we have developed a
translational approach with MAP6 KO mice (also known as STOP KO mice) that
constitutively exhibit behavioural and biological features relevant to some aspects of major
depressive disorder. Indeed MAP6 KO mice exhibit several behavioural and biological



defects reminiscent of some hallmark characteristics of depression including social
withdrawal (Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010; Volle et al., 2013), anhedonia (Fournet
et al., 2012), reduced motivation (Fournet et al., 2010). At the biological level, the defects
include diminished neurogenesis (Fournet et al., 2010), impaired synaptic plasticity in the
hippocampus (Andrieux et al., 2002; Delotterie et al., 2010), abnormal excitatory and
monoaminergic transmissions (Andrieux et al., 2002; Brun et al., 2005; Fournet et al., 2010,
2012).

The neurotrophic theory of ECT/ECS is based on the facts that ECT/ECS stimulates
hippocampal neurogenesis, synaptic plasticity and growth factor expression (Madsen et al.,
2000; Malberg et al., 2000; Newton et al., 2003; Segi-Nishida et al., 2008; Schloesser et al.,
2015). Concerning neurogenesis, evidence currently available clearly indicates that repeated
ECS increase hippocampal progenitor proliferation (Madsen et al., 2000; Malberg et al., 2000;
Perera et al., 2007; Segi-Nishida et al., 2008) but the demonstration that these new progenitors
fully develop into functional neurons and account for behavioural improvement was lacking.
In the present study, we showed that an ECS treatment, scheduled to mimic the clinical setting
of ECT in human, results in an increased number of newborn hippocampal neurons which
integrated the pre-existing network. Moreover, we show that the time course of new neurons
survival parallel some but not all behavioural changes. We also provide evidence that ECS
treatment increases dendritic spine density of cortical neurons and promotes BDNF
expression in the hippocampus. In conclusion, this study provide evidence that ECS treatment
when applied to MAP6 KO mice induce major plasticity events, the strongest being the

increased number of hippocampal new-born neurons integrated in the pre-existing network.
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Experimental Procedures

Animals

The homogeneous inbred C57BL6/129SvPas-F1 mice were obtained by crossing heterozygote
129SvPas MAP6 with heterozygote C57BI6 MAP6 mice. Th1-eYFP line H mice (Feng et al.,
2000) were obtained from Jackson Labs (B6.Cg-Tgn(Thy-YFP-H)2Jrs) and cross with
heterozygote C57BI6 MAP6 mice to generate Thyl-eYFP MAP6 mouse colony. These mice
were then crossed with heterozygote 129SvPas MAP6 to generate WT/ and KO/Thyl-eYFP-
H littermate mice in homogeneous inbred C57BI6/129 SvPas-F1. Male mice were used
between 3-4 months old. In accordance with the policy of the Institute des Neurosciences of
Grenoble (GIN) and the French legislation, experiments were done in compliance with the
European Community Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC). The research
involving animals has been authorized by the ethics committee of GIN n°004 accredited by
the French Ministry for of Research.

Electroconvulsive Seizures (ECS)

ECS treatment consisted of 10 ECS sessions across a 12 day period (D1-5 and D8-12)
delivered with an Ugo Basile generator (model 57800). Mice were anesthetized using
isoflurane prior to ECS sessions. Stimulation parameters (frequency 120Hz, pulse width 0.5
ms, total shock duration 2 ms, current 20mA) were set on the basis of a preliminary study in
order to trigger seizures lasting more than 10s. Sham treated animals were handled similarly
but no current was delivered.

Behavioural

Social Interaction Test

Home-cage social interaction was assessed as the duration of sniffing investigation displayed
by a resident mouse in response to the presentation of an anaesthetized intruder mouse. Social
interaction test was performed during 3 minutes period essentially as described (Volle et al.,
2013). In this test, WT and MAP6 KO male mice, used as residents, were individually housed
for two days before testing to permit establishment of a home-cage territory. WT male mice,
used as intruders, were unfamiliar with mice used as residents. Intruder mice were deeply
anaesthetized by an i.p. injection of pentobarbital (120mg/kg) at least 10 min prior to the
experiment. Intruder was placed at the centre of each resident home cage (L20 x 110 x h13
cm), and the exploration activity of the resident was immediately video-recorded. The
exploration activity of the resident, measured as the time the resident spent sniffing the

intruder animal, was manually counted from video recordings. Sniffing was defined as



olfactory exploration and close contact (<1 cm) between the resident nose or vibrissae and the
body of the intruder.

Novelty suppressed feeding test (NSF)

The NSF test is conflict anxiety-based test where the motivation to eat competes with fear of a
brightly lit area. The NSF test was performed during a 15 min period as previously described
(David et al., 2009; Santarelli et al., 2003). Briefly, 20 h prior to the test, food was removed
from the home cage and for the test a single food pellet was placed on a white paper platform
brightly lit (370 lux) in the centre of a plastic box (L37 x 157 x h20 cm) with the floor covered
with approximately 2 cm of bedding. The animal was placed in a corner of the box and the
latency to eat was recorded.

Forced swimming Test

The forced swimming test, adapted from Porsolt et al 1979, was performed in a vertical glass
cylinder (h=30cm; d=15cm) containing 20 cm of water maintained at 24+/- 1°C. The total
duration of immobility and climbing were recorded for 6 min. An animal was judged to be
immobile when it remained floating passively, performing only slow motion to keep its head
above water. Climbing was defined by upward directed movements of the forepaws along the
side of the container.

Mass spectrometry analysis

Total brain or hippocampus were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM
NaCl, 2mM EDTA, 10mM MgCI2, 1% NP40, 0.5% Na Deoxycholate, 0.1% SDS). 3
volumes of protein sample were mixed with 1 volume of Laemmli 4X buffer and heated 5
min at 95°C. Proteins were stacked in the top of a NUPAGE gel in a stacking band (Life
Technologies) before in-gel digestion with tryspin, as described in (Milbradt et al., 2014)
Peptides were analysed by online nanoLC-MS/MS (UltiMate 3000 coupled to LTQ-Orbitrap
Velos Pro, Thermo Scientific) using a 120-min gradient (method: 120min_non-linear AMH).
MS and MS/MS data were acquired using Xcalibur software. Spray voltage was set at 1.4 kV;
heated capillary was adjusted to 200°C. Survey full-scan MS spectra (m/z=400-1600) were
acquired in the Orbitrap with a resolution of 60,000 after accumulation of 10° ions (maximum
filling time 500 ms). The 20 most intense ions from the preview survey scan delivered by the
Orbitrap were fragmented by collision-induced dissociation (collision energy 35%) in the
linear trap quadrupole (LTQ) after accumulation of 10* ions (maximum filling time 100 ms).
Peptides and proteins were identified and quantified using MaxQuant (version 1.5.2.8) (Cox
and Mann, 2008) through concomitant searches against Uniprot (Mus musculus taxonomy,

20151221 wversion) and the frequently observed contaminant database embedded in
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MaxQuant. Trypsin was chosen as the enzyme and 2 missed cleavages were allowed.
Precursor mass error tolerances were set respectively at 20 ppm and 4.5 ppm for first and
main searches. Fragment mass error tolerance was set to 0.5 Da. Minimum peptide length was
set to 7 amino acids. Minimum number of peptides, razor + unique peptides and unique
peptides were all set to 1. LFQ and iBAQ values were calculated from MS intensities of
“unique” peptides. For statistical analyses, protein LFQ intensities (Cox and Mann, 2008)
were compared between conditions, two conditons at a time (ECS and SHAM). For each
comparison, only proteins exhibiting 6 LFQ values for at least one condition were considered.
The following steps were performed using the Perseus toolbox (version 1.5.2.6) available in
the MaxQuant environment. Data were filtered and reverse proteins and contaminants were
elliminated. After log2 transformation of LFQ values and missing data imputation (replacing
missing values from normal distribution as described in (Deeb et al.,, 2012), protein
expression differences were tested using t-testing (Welch t-test) with a permutation-based
false discovery rate (FDR) to correct for multiple hypothesis testing (FDR threshold value set
to 0.05).

BrdU and EdU staining

For the study of cell proliferation mice were injected with 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
or 5-Ethynyl- deoxyuridine (EdU) (100mg/kg), at D3 post treatment (2 injections separated by
6 h) and at D4 (1 injection). Mice were sacrificed 2 h after the last BrdU/EdU injection.

For the study of cell survival, mice were injected with BrdU/EdU (50mg/kg) once a day for 4
days, 2 weeks before the beginning of ECS treatment and were sacrificed at day 3 post
treatment. After anaesthesia with pentobarbital (360mg/kg), mice were perfused transcardially
with 4% paraformaldehyde. Brains were post-fixed for 10h, cryoprotected in 15% sucrose,
30% sucrose, sliced in coronal free-floating sections (30um). Brain slices were stored in PBS
with 0.01% NaNs; for BrdU, and in PBS with 0.01% Thimerosal for EdU. For BrdU
immunochemistry staining, endogenous peroxidise activity was blocked using 1% hydrogen
peroxide for 10 min at room temperature. Free-floating sections were then washed, blocked
and permeabilized 2h (with PBS 0.1% Tween 20 0.5% Triton X100 and 5% of normal goat
serum) and subjected to antigen retrieval (1h of 2N HCI solution at 37°C) and neutralized
with two Borate (0.1 M) washes. Sections were incubated overnight at 4°C with primary
antibody for BrdU (1:8000 dilution of rat AbC117-7513 from Abcys). After washing with
PBS 0.1% Tween 20, sections were incubated for 1h with biotinylated donkey anti-rat
secondary antibody (1:1000; 712-065-153 form Jackson Laboratories). Signal amplification
was performed using a Vectastain Elite Avidin-Biotin kit (\Vector Laboratories PK6100) for 1



h and visualization was done using diaminobenzidine (Fast Methal enhancer from Sigma
D0426) for 7 min. For EdU staining, free-floating sections were washed and permeabilized
1h30 (with PBS 01% Tween 20 0.5% Triton X100). EdU labeled cells were visualized by 15
min click reaction (5% Tris 2M pH7, 80.95% H20, 4% CuSO4 100mM, 0.05% Cyanine 3
Azide 1mM, 10% Ascorbic acid 1M) and washed 3 times (with PBS 0.3% Triton X100).
BrdU or EdU labeled nuclei were counted (using Zeiss axioskop) within dentate gyrus every 4
sections through the rostro-caudal extent of the hippocampus.

DCX immunolabelling

DCX immunochemistry staining was done on free-floating sections from brains used for the
survival study. First, endogenous peroxidise activity was blocked using 1% hydrogen
peroxide for 10 min at room temperature. Free-floating sections were then washed and
blocked (with PBS 0.1% Tween 20 0.5% Triton X100 and 5% of normal goat serum).
Sections were incubated overnight at 4°C with primary antibody for DCX (guinea-pig at
1:10000; AB2253 Millipore). After washing with PBS 0.1% Tween 20, sections were
incubated for 1h with biotinylated donkey anti-guinea-pig secondary antibody (1:1000; BA-
7000 Vector). Signal amplification was performed using a Vectastain Elite Avidin-Biotin kit
(Vector Laboratories PK6100) for 1 h and visualization was done using diaminobenzidine
(Fast Methal enhancer from Sigma D0426) for 5 min.

DCX labeled cells were counted (using Zeiss axioskop) within dentate gyrus on 8 sections
through the rostro-caudal extent of the hippocampus (4 slices for each part of the
hippocampus: the dorsal and the ventral).

Virus experiments

Virus injection

The retroviral vector (pCAG-IRES-GFP) was produced in the lab of Dr. Christophe Heinrich.
The concentrated viral solution (10%pfu/ml) was prepared with human embryonic kidney 293T
as a package cell line and collected through ultra-speed centrifugation. The virus solution was
delivered to the dentate gyrus of the mouse hippocampus through stereotaxic surgery. Mice
were anesthetized with Chloral Hydrate solution (400 mg/kg). Mice received a total volume
of 500 nl of the vector preparation, administered at a rate of 0.4 pl/min. The injection site for
adult mice was determined by previous work in the lab, by using the position of the bregma as
reference: anteroposterior: -2,1 mm; lateral: +/-1,42 mm; ventral: -1,9 mm (from skull). The

virus was injected 4 weeks before the end of the ECS treatment.
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GFP immunolabeling

For GFP signal, a GFP immunolabeling was performed. Mice were sacrificed at day 3 post
ECS treatment. After anaesthesia with pentobarbital (360mg/kg), mice were perfused
transcardially with 4% paraformaldehyde. Brains were post-fixed for 10h, cryoprotected in
15% sucrose, 30% sucrose, sliced in coronal free-floating sections (45um). Free-floating
sections were blocked and permeabilized 1h (with PBS 0.1% Tween 20 0.5% Triton X100
and 5% of normal goat serum). Sections were then incubated overnight at 4°C with primary
antibody rabbit anti-GFP (1:1000 dilution of 1122 from invitrogen). After washing with PBS
0.1% Tween 20, sections were incubated for 1h with secondary antibody anti-rabbit HRP-
coupled (1:1000; Jackson Laboratories).

Sholl Analysis

Neuron Image stacks were acquired on a Zeiss LSM 510 confocal microscope using an X20
objective. Image stacks were enhanced with a DoG filter and segmented. Single neuron was
recovered using the “Find connected region” plugin from Fiji software (Schindelin et al.,
2012). The resulting stack was used for Sholl analysis (Ferreira et al., 2014) with a starting
radius and step size of 5um.

Spines analysis

Stacks of serial optical sections were produced for each neuron (using x63 objective) and
NeuronStudio software (0.9.92 version) was then used to generate 3D reconstructions of
dendritic arbors and spines allowing to measure spines density (Rodriguez et al., 2006, 2008).
Images were realized on the distal part of the dendritic arbors of the new-born neurons
labelled with GFP.

Dendritic spine quantification

Spine analysis was performed with MAP6 KO Thyl-eYFP-H mouse line (Porrero et al.,
2010) in the motor cortex. In this area some neurons express YFP transgene allowing the
detection of spines of individual neuron.. Stacks of serial optical sections were produced for
each neuron and NeuronStudio software (0.9.92 version) was then used to generate 3D
reconstructions of dendritic arborization and spines allowing to measure spines density
(Rodriguez et al., 2006, 2008). For each mouse, 6 or more dendritic segments were used for
quantification.

BDNF dosage

Mice were killed by cervical dislocation, 3 or 4 days after the last ECS and bilateral
hippocampi were rapidly dissected on ice, placed in Eppendorf tube, frozen in liquid nitrogen
and stored at — 80°C.



For real-time gRT-PCR, RNA was isolated and quantified by reading the absorbance at 260
nm (NanoPhotometer, IMPLEN) using Mini RNeasy kit (Qiagen), then converted to cDNA
using 1 pg RNA and a QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen) according to
manufacturer’s instructions. PCR was carried out with the LightCycler 480 SYBR Green I
Master (Roche Applied Science) with 1 pL cDNA using the following oligonucleotides
(QuantiTect Primer Assays, Qiagen): BDNF (QT00375998) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, QT001199633). Quantitative RT-PCR was performed with a Roche
LC480 Light Cycler (Roche Applied Science) following the manufacturer’s instructions.
Relative mRNA values were calculated using the LC480 software and GAPDH as the
housekeeping gene. PCR was performed in replicate of 3. The results are expressed as means
+ standard error of mean.

BDNF proteins were analyzed by Elisa Kit (BDNF Enax ImmunoAssay System from Promega
G7610) from brain homogenate according to manufactory instruction. Each well of 96-well
polystyrene plate (Immulon 4 HBX from Thermo scientific Labsystems) was incubated
without shaking overnight at 4 °C with 100uL anti-BDNF monoclonal antibody (mAb)
diluted 1:1000 in carbonate coating buffer (25 mM sodium bicarbonate and 25 mM sodium
carbonate, pH 9.7). Unadsorbed mAb was removed and plates were washed once with TBST
wash buffer (20 mM Tris—HCI (pH 7.6), 150 mM NaCl and 0.05% Tween 20). Plates were
blocked using 200 pL Promega 1X Block and Sample buffer followed by incubation for 1 h at
room temperature. During blocking step, frozen hippocampi were lysed in lysis buffer
according to (Szapacs et al., 2004) (100 mM PIPES (pH 7), 500 mM NacCl, 0.2% Triton X-
100, 0.1% NaN3, 2% BSA, 2 mM EDTA Na2 2H20, one cOmplete tablet (from Roche
04 693 159 001) for 10 ml of lysis buffer). After 40 s in freezing water, samples were
centrifuged for 15 min at 17000g at 4°C. Supernatants were then incubated with HCI 1N for
15 min, then neutralized by adding 1N NaOH, and pH was confirmed to be ~7,6. Plates were
then washed using TBST wash buffer. 100uL of each sample (diluted 1/3) or standard (1000,
750, 500, 400, 300, 200, 100, O pg/mL) were added in triplicate to the plates and were
incubated for 2 h with shaking (~600 rpm) at room temperature. Plates were then washed five
times with TBST wash buffer. Antihuman BDNF polyclonal antibody (pAb) (100uL diluted
1:500 in 1X Block and Sample) was added to each well. Plates were incubated for 2 h with
shaking (~600 rpm) at room temperature, then washed again five times using TBST wash
buffer. Anti-IgY horseradish peroxidase conjugate (100uL diluted 1:200 in 1X Block and
Sample) was then added to each well and plates were incubated for 1 h with shaking (~600

rpm) at room temperature. Plates were emptied again and washed using TBST wash buffer.
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Finally, plates were developed using 100 pL Promega TMB One Solution and the reaction
was stopped using 100pL 1 N HCI. Absorbance was measured at 450 nm. BDNF levels were
normalized to total protein content measured by BCA test (Pierce™ BCA Protein Assay Kit
from Thermo scientific #23227).

Electrophysiological measurements

Hippocampal slices were prepared as described in (Lanté et al., 2015). Briefly slices (400 pum)
were cut in ice-cold oxygenated (95% O2 / 5% CQO2) solution containing (in mM): sucrose
234, KCI 2.5, NaH2PO4 1.25, MgS0O4 10, CaCl2 0.5, NaHCO3 26, glucose 11 (pH 7.4). For
recovery, slices were then incubated for 1 hour in warm (37 £ 1 °C) oxygenated standard
artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): NaCl 119, KCI 2.5, NaH2PO4 1.25,
MgSO4 1.3, CaCl2 2.5, NaHCO3 26, glucose 11 and then stored at room temperature. Slices
were visualized in a chamber on an upright microscope (Slicescope, Scientifica Ltd) and were
perfused with the oxygenated ACSF at 30 £ 1 °C. Field excitatory post-synaptic potentials
(FEPSPs) were recorded in the stratum radiatum of the CA1 region and stimuli delivered to
the Schaeffer Collateral Pathway by a bipolar electrode. For LTP analysis, the first third of the
fEPSP slope was calculated in baseline condition (15 minutes prior to induction protocol
delivery and for 45-60 minutes post-induction). The average baseline value was normalized to
100% and all values of the experiment were normalized to this baseline average (one minute
bins). LTP was induced using a high frequency stimulation protocol: 2*100Hz (2*100 pulses
for 1 s each, separated by 20s). Experiments were pooled per condition and presented as
meanzs.e.m. Signals were amplified with an EPC 10 Amplifier Patchmaster Multi-channel
(HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Wiesenstrasse, Germany). For PTP, the first 30
seconds (15 s bins) after the induction protocol were used for statistical analysis.

Statistic analysis
Statistics were performed using the Prism 5.0 software (GraphPad Software) or XLSTAT

2016 using tests as indicated in each figure.



Results

MAP6 KO mice exhibit several behavioural and biological defects reminiscent of some
hallmark characteristics of depression including social withdrawal (Bégou et al., 2008;
Delotterie et al.,, 2010; Volle et al., 2013), anhedonia (Fournet et al., 2012), reduced
motivation (Fournet et al., 2010). At the biological level, the defects include diminished
neurotrophic markers, impaired excitatory and monoaminergic transmissions (Andrieux et al.,
2002; Brun et al., 2005; Fournet et al., 2010, 2012). In this study, an ECS treatment consisting
in 10 sessions over 2 weeks was applied to MAP6 KO mice and the consequence of the

treatment was assayed on several behavioural, anatomical and physiological parameters.

ECS treatment improves the depressive/anxiety-like status of MAP6 KO mice

MAP6 KO mice has been shown to exhibit strong social withdrawal in the resident intruder
test under various paradigms (Bégou et al., 2008; Delotterie et al., 2010; Volle et al., 2013). In
this study, social interaction was defined as the sniffing investigation time displayed by the
resident mouse in response to the presentation of an anaesthetized intruder mouse. MAP6 KO
mice exhibited strong deficits as compared to WT mice (Figure 1A) with an exploration time
of 73.4 +/- 5.8 s as compared to 105.7 +/- 8.3 s for WT mice. For both genotypes, the overall
investigation time is higher as compared to previously published values (Bégou et al., 2008;
Delotterie et al., 2010; Volle et al., 2013), the difference is most probably due to specific
experimental conditions and exacerbated by the actual enriched housing conditions.

We next evaluated the effect of ECS on this social ability, on MAP6 KO as compared to WT
mice. At D3 after the end of ECS treatment, the time spent by MAP6 KO resident mice to
investigate the intruders was similar to the investigation time spent by WT mice (Figure 1B)
indicating an alleviation of MAP6 KO mice deficits. We further analysed the behavioural
improvement over time and found that at D9 after the end of the treatment, MAP6 KO mice
were still behaving as WT mice. In contrast at D21 and D30, after the end of the treatment,
the time spent, by MAP6 KO mice, at intruder investigation was significantly reduced, as
compared to WT mice (Figure 1B, 35.7 + 5.2 s versus 71.2 £ 7.9 s and 41 + 4.8 s versus 78.3
+ 8.9 s, respectively). Thus, ECS treatment was able to alleviate social withdrawal of MAP6
KO mice and the positive effect of ECS lasted for at least 9 days following the end of the
treatment.

We next monitored the depressive/anxiety-like status of MAP6 KO mice using the novelty
suppressed feeding test (NSF) where the mice motivation to eat is competing with the

aversive signal carried by a very bright illumination. The latency to eat was measured and
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MAP6 KO mice displayed a significant higher latency to eat with 235.1 + 19 s as compared to
171.1 £ 14.5 s for WT mice (Figure 1C). For further evaluation of ECS efficacy we used only
MAPG6 KO mice either treated by the ECS protocol or by a sham protocol. In these conditions,
we found that the ECS treatment significantly reduced by 45.3%, 69.9% and 68.2% the
latency time as compared to sham treatment when measured at D4, D10 and D17 after the end
of the treatment, respectively (Figure 1D). When the test was performed at D28 and D33 after
the end of the treatment, the latency time to eat for ECS-treated MAP6 KO mice was no
longer significantly different from the time exhibited by sham-treated MAP6 KO mice
(Figure 1D). Thus, ECS treatment was able to alleviate the depressive/anxiety-like state of
MAP6 KO mice and the positive effect of ECS lasted for at least 17 days following the end of
the treatment.

Finally, we analysed the effect of ECS treatment on the despair behaviour of MAP6 KO mice,
using the forced swimming test, a standardized paradigm for the assessment of despair
behaviour, which analyse immobility scores in inescapable aversive situation. In the forced
swimming test, MAP6 KO mice have been shown to display an increased immobility time
and a decreased number of climbing as compared to WT mice (Fournet et al., 2012a; Fournet
et al., 2012b). Here, MAP6 KO mice were either ECS or sham treated (Figure 1E-F). At D1
after the end of the treatment, ECS-treated mice displayed a lower despair behavior
characterized by a 34.3 % reduction of immobility time and a 78.6 % increase in number of
climbing attempts (Figure 1E) as compared to sham-treated mice. The beneficial effect of
ECS treatment on the despair behavior was not longer visible at D8 (Figure 1F).

Altogether this battery of behavioural tests clearly demonstrates a beneficial effect of ECS
treatment on several constitutive behavioural defects displayed by MAP6 KO mice.
Remarkably, the behavioural relapse occurred at different time points depending on the

behaviour considered.
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Figure 1: Behavioral effects of ECS treatment

(A) MAP6 KO mice exhibit a social withdrawal in the resident-intruder test, with reduced time spent at investigating an
anesthetized intruder. (means + s.e.m.) WT n=7; MAP6 KO n=9. Mann-Whitney test: ** p < 0.01

(B) Repeated ECS treatment rescued social interaction of MAP6 KO mice. The time spent by the resident sniffing the
intruder was quantified 3 days (D3), 9 days (D9), 21 days (D21) and 30 days (D30) after the end of ECS-treatment in WT
and KO mice (means £ s.e.m.). D3: n=6 for WT and n=13 for KO; D9: n=8 for WT and n=13 for KO; D21: n= 8 for WT and
n=12 for KO; D30: n=15 for WT and n=11 for KO. Mann-Whitney test: $ p < 0.05, $$ p < 0.01, comparison between DX and
D3; * p < 0.05, comparison between WT and KO.

(C) MAP6-KO mice exhibited higher latency to eat compare to wild-type mice in the Novelty Suppressed Feeding (NSF)
test. (means £ s.e.m.) WT n=7; MAP6 KO n= 9. Unpaired Student’s t test: * p <0.05; ** p <0.01.

(D) ECS treatment decrease latency to eat in ECS-treated MAP6 KO mice as compared to sham-treated MAP6 KO mice
(means + s.e.m.). D4: n=13 for sham and n=13 for ECS; D10: n=13 for sham and n=13 for ECS; D17: n=7 for sham and n=7
for ECS; D18: n=7 for sham and n=8 for ECS; D33: n=7 for sham and n=8 for ECS. Unilateral Mann-Whitney test: * p <
0.05, **p < 0.01.

(E-F) ECS treatment decreased immobility time in the Forced Swim test (FST). The total duration of immobility and
climbing were quantified 1 day (D1) and 8 days (D8) after the end of ECS treatment. (means + s.e.m.). D1: n=10 for sham
and n=11 for ECS; D8: n=10 for sham and n=10 for ECS. Unilateral Mann-Whitney test: * p < 0.05
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ECS treatment did not induce major modification of protein expression pattern

In order to identify possible molecular mechanisms involved in the beneficial effect of ECS
on MAP6 KO mice we analysed the proteomic profiles of brain samples prepared from MAP6
KO mice treated by ECS or sham protocols. Total brain and hippocampal protein extracts
were prepared from 3 MAP6 KO mice, 3 days after ECS or sham treatment. All samples were
subjected to mass spectrometry analysis and the relative amount of each protein was measured
(protein LFQ intensities). Differential analyse was conducted using a welch t-test and 16 and
19 proteins passed the cut-off for total brain and hippocampal samples, respectively (Figure
S1). However, the ratio of expression levels of these proteins compared to control samples
was very low and not in favour of real differentially-expressed proteins. Accordingly, when
alternative statistical strategies were used, none of these proteins was anymore found as
differentially expressed. Thus, overall, this analysis indicated that ECS treatment did not
induce detectable modification of brain proteins expression pattern, when assayed by

quantitative mass spectrometry.

ECS treatment enhances adult hippocampal neurogenesis

ECS treatment has been shown to enhance neuronal progenitor proliferation in the
hippocampus in both rodent and non-human primate models (Madsen et al., 2000; Malberg et
al., 2000; Perera et al., 2007) prompting us to perform an in-depth analysis of hippocampal
neurogenesis, in MAP6 KO mice after ECS/sham treatment.

At first, we investigated the proliferation rate of progenitors in MAP6 KO and WT mice.
Mice were administered with EdU to label proliferating cells and the number of EdU positive
cells in the entire hippocampus was measured. The total number of proliferating cells was not
significantly different between WT and MAP6 KO mice (Figure 2A). The absence of
difference was still observed when the EdU positive cells were counted separately in the
dorsal and ventral parts of the hippocampus. We next investigated the effects of ECS on
progenitor proliferation by comparing ECS and sham treatment in MAP6 KO mice. BrdU was
administrated to MAP6 KO mice after the end of ECS/sham treatments according to the
chronogram shown figure 2B. Positive cells were analyzed and counted on brain slices,
covering the entire hippocampus, as illustrated figure 2C. Quantification of BrdU positive
cells in the dorsal and ventral hippocampus as well as in the total hippocampus in ECS-treated

mice compared to sham-treated mice revealed a 46% increase of the number of positive cells



(Figure 2D). These results indicated that ECS enhanced the proliferation of hippocampal
progenitors.

Second, we determined if ECS also triggered the differentiation of progenitors to
neuroblasts/immature neurons. DCX immunolabelling was performed 3 days after the end of
the treatment to identify neuroblasts/immature neurons as illustrated Figure 2E. ECS
treatment of MAP6 KO mice, as compared to sham treatment, resulted in a 127% increase of
DCX positive cells in the total hippocampus (Figure 2F).

Third, as the neuroblasts/immature neurons should integrate the preexisting neuronal network,
we investigated the integration rate of newborn neurons. Mice were administered with BrdU
to label spontaneous proliferating cells and 4 weeks later the number of BrdU positive cells
corresponding to new-born mature neurons was measured (Figure 3A). The number of newly
born neurons was strongly reduced in MAP6 KO mice as compared to WT (Figure 3A; 200 £
17 and 340 + 26 cells for MAP6 KO and WT respectively). We next investigated the effects
of ECS/sham treatments on the rate of spontaneously new born neurons in the hippocampus
of MAP6 KO mice. BrdU was administrated to MAP6 KO mice 4 weeks prior the end of ECS
treatment according to the chronogram shown Figure 3B. Positive cells were analyzed and
counted on brain slices, covering the entire hippocampus, as illustrated figure 3C.
Quantification of BrdU positive cells in the dorsal and ventral hippocampus as well as in the
total hippocampus in MAP6 KO mice treated by ECS compared to sham-treated mice
revealed 73% increase of the number of positive cells in total hippocampus (Figure 3D).
These results indicated that ECS strongly enhanced the integration rate of hippocampal new-

born neurons.
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Figure 2: Effects of ECS treatment on hippocampal progenitors proliferation

(A) Assay of progenitor proliferation in adult MAP6 KO and WT mice hippocampus. Left panel: Number of EdU positive cells per
slice (means + s.e.m.) along the hippocampal rostro-caudal axis. Right panel: Number of EdU positive cells per hippocampi (means +
s.e.m.) in the whole hippocampus (Total), in the dorsal part (Dorsal) and the ventral part (Ventral). WT n=7 and MAP6 KO mice
n=7.

(B) Representative diagram of ECS and BrdU administrations. MAP6 KO mice were treated with 10 ECS (arrow head), once a day
during 2 weeks. MAP6-KO mice were injected with BrdU twice a day, on day 3 (D3) and day 4 (D4) after the last ECS.

(C) Representative photographs of BrdU peroxidase immunolabeled cells in the dentate gyrus of sham-treated and ECS-treated
MAP6 KO for histological slice at -3.40 mm from Bregma.

(D) ECS treatment increased the number of BrdU positive cells in the sub-granular zone (SGZ) of the hippocampus. Left panel:
Number of BrdU positive cells per slice (means + s.e.m.) along the hippocampal rostro-caudal axis. Right panel: Number of BrdU
positive cells per hippocampi (means + s.e.m.) in the whole hippocampus, in the dorsal part and the ventral part in sham-treated
(n=6) and ECS-treated (n=7) MAP6 KO mice. Unilateral Mann-Whitney test: * p < 0.05

(E) Representative photographs of DCX immunolabeled cells in the dentate gyrus of sham-treated and ECS-treated MAP6-KO mice
for histological slice at 3.16 mm from Bregma.

(F) ECS treatment increased the number of DCX positive cells in the granular cell layer (GCL) of the hippocampus. Number of DCX
positive cells per hippocampi (means + s.e.m.) in the whole hippocampus (Total), in the dorsal part (Dorsal) and the ventral part
(Ventral) in sham-treated (n=8) and ECS-treated (n=8) MAP6 KO mice. Unilateral Mann-Whitney test: ** p < 0.01; *** p < 0.001
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Figure 3: Effects of ECS treatment on hippocampal new-born neurons integration

(A) MAP6 KO mice exhibited a decrease survival of newborn neurons. Left panel: Number of BrdU positive cells per slices (means
+ s.e.m.) along the hippocampal rostro-caudal axis in MAP6 KO mice and wild-type mice. Right panel: Number of BrdU positive
cells per hippocampi (means + s.e.m.) in the whole hippocampus, in the dorsal part and the ventral part. WT n=7 and MAP6 KO n=7.
Unilateral Mann-Whitney test: ** p < 0.01

(B) Representative diagram of ECS and BrdU administrations. MAP6 KO mice were treated with 10 ECS, once a day during 2
weeks. MAP6-KO mice were injected with BrdU once a day during 4 days starting 28 days (D - 28) before the last ECS. Brain
fixation was performed three days (D3) after the last electroconvulsive stimulation.

(C) Representative photographs of BrdU peroxidase immunolabeled cells in the dentate gyrus of sham-treated (n=8) and ECS-treated
(n=9) MAP6-KO mice for histological slice at -3.28 mm from Bregma.

(D) ECS treatment increased the number of BrdU positive cells in the SGZ of the hippocampus. Left panel: Number of BrdU positive
cells per slices (means + s.e.m.) along the hippocampal rostro-caudal axis in sham and ECS treated MAP6 KO mice. Right panel:
Number of BrdU positive cells per hippocampus (means + s.e.m.) in the whole hippocampus, in the dorsal part and the ventral part in
sham-treated (n=8) and ECS-treated (n=8) MAP6-KO mice. Unilateral Mann-Whitney test: * p < 0.05, ** p< 0.01.
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ECS treatment induces long-range hippocampal new-born neuron survival

ECS treatment induced some behavioral amelioration for at least 17 days following the end of the
treatment (Figure 1D) we thus evaluated the effect of ECS on the survival rate of spontaneously
new-born neurons over time. Mice were administered with EdU to label proliferating cells 4 weeks
before the end of ECS/sham treatment and the number of EdU positive cells was evaluated at
several time points after the end of the ECS/sham treatment (Figure 4). When evaluated at D11,
D18 and D40 after the end of the treatment, the number of surviving newborn neurons was
significantly increased by 77% at D11, by 108 % at D18 and by 68 % at D40 (Figure 4) was
significantly higher in ECS treated mice as compared to sham treated mice (Figure 4; 414 + 70 and
734 £ 77 cells for sham and ECS condition, respectively at D11; 266 + 29 and 553 + 42 cells for
sham and ECS condition at D18, respectively and 147 + 15 and 247 + 27 cells for sham and ECS
condition at D40, respectively). To note at D40 the number of positive cells in ECS-treated group is
below the value of sham-treated group at D11 (Figure 4; 247 versus 414 neurons). These results
indicated that ECS induces an enhanced integration rate of hippocampal new-born neurons during
several weeks, a duration which paralleled the time course of the alleviation of the
depressive/anxiety behavior estimated using the novelty suppressed feeding (NSF) test. To note, the

kinetic of new-born neuron death seemed to be similar after ECS or sham treatment.
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Figure 4: Time course of hippocampal new-born neurons integration after ECS treatment

Number of EdU positive cells (means + s.e.m.) in the whole hippocampus at 11 days (D11), 18 days (D18) and 40 days (D40) after
the last ECS. D11: n=7 for sham and n=6 for ECS; D18: n=7 for sham and n=7 for ECS; D40: n=>5 for sham and n=6 for ECS.
Unilateral Mann-Whitney test: * p < 0.05, *** p< 0.001



ECS treatment induces new-born neuron maturation

The new-born neurons should maturate and integrate into the pre existing neuronal network. To
investigate these parameters we performed retroviral injection (pCAG-IRES-GFP virus) in the
dendate gyrus of MAP6 KO mice according to the chronogram shown Figure 5A. As BrdU/EdU,
the retrovirus targeted proliferating progenitors and when observed 4 weeks later the GFP staining
allow to identify and visualize newborn neurons. The neuronal morphology including dendritic
organization and complexity can be visualized as illustrated in Figure 5B. Skeletisation of the
neuronal arborization was performed allowing to quantify dendritic organization and complexity
(Figure 5C). Sholl analysis of the neuronal dendritic arborization showed that ECS treatment
increase the dendritic complexity with 30% increase of the number of dendritic intersections
(Figure 5D). In addition quantification of dendritic spines density in the distal part of new-born
neurons indicated an increase of 22% after ECS treatment (Figure 5E, 1.4 + 0.2 versus 1.7 + 0.1
spines/um for sham and ECS treatment, respectively). Moreover we quantified spines density in the
three main categories morphology; thin, stubby and mushroom spines, after sham and ECS
treatment (Figure 5F). We found no difference in density of thin and stubby spines between
treatment wherase the density of mushroom-like spines was significantly higher after ECS treatment
compared to sham (Figure 5F, 0.07 + 0.01 and 0.17 £ 0.01 for sham and ECS treatment,
respectively). These results indicated that ECS treatment induce an increased maturation of new

born neurons.
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Figure 5: Effects of ECS treatment on hippocampal new-born neurons maturation

(A) Representative diagram of ECS and virus administrations. MAP6 KO mice were treated with 10 ECS, once a day during 2
weeks. MAP6 KO mice were injected with retroviral solution 28 days (D-28) before the last ECS. Brains were fixed at D3 after the
last ECS.

(B) Representative photographs of GFP staining in newborn neurons in the dentate gyrus of sham-treated and ECS-treated MAP6 KO
mice.

(C) llustration of neuronal skeletisation used for dendritic arborization analysis.

(D) Quantification of the dendritic arborization complexity by Sholl analysis. Data were from 11 neurons of 2 sham-treated and 8
neurons of 3 ECS-treated MAP6 KO mice. Unilateral Mann-Whitney test: ** p < 0.01

(E-F) ECS treatment increased total spine density in newborn neurons (E) and mushroom-like spine density (F). Data were from 10
segments of 2 Sham-treated and from 19 segments of 3 ECS-treated MAP6-KO mice. Unilateral Mann-Whitney test: * p < 0.05



ECS treatment increases BDNF expression

BDNF has been shown to support postnatal hippocampal neurogenesis (Foltran and Diaz, 2016), we
thus wondered whether hippocampal levels of BDNF could be modified after ECS administration to
MAP6 KO mice. We found that, at D3 and D4 after the end of the treatment, respectively,
hippocampal BDNF mRNA and protein levels were significantly increased by 108.9% and 66.3 %
in ECS-treated MAP6 KO mice compared with sham-treated mice, respectively (Figure 6A). These
results indicated that ECS enhanced the level of expression of the trophic factor, BDNF.
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Figure 6: Effects of ECS treatment on hippocampal BDNF expression

(A) ECS treatment increased BDNF mRNA level in the hippocampus of MAP6-KO mice at D3 after the last ECS. Sham-treated
(n=7) and ECS-treated (n=7) MAP6-KO mice. Student t test: ** p<0.01

(B) ECS treatment increased BDNF protein expression in the hippocampus of MAP6-KO mice 4 days after the last ECS. Sham-
treated (n=12) and ECS-treated (n=10). Student t test: *** p < 0.001.
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ECS treatment does not modify synaptic plasticity

MAP6 KO mice exhibit strong deficits in synaptic plasticity affecting both short and long term
plasticity including defective long-term potentiation (LTP) and post-tetanic potentiation (PTP) in
CA1 region of the hippocampus (Andrieux et al., 2002; Fournet et al., 2010). Here, we performed
LTP and PTP evaluation on MAP6 KO mice after either ECS or sham treatment following the
chronogram as indicated Figure 7A. Analysis of PTP and LTP on MAP6 KO mice treated by ECS

did not show significant difference with sham-treated mice (Figure 7B-C) when measured at D3.
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Figure 7: Effects of ECS treatment on synaptic plasticity

(A) Representative diagram of ECS administrations and LTP analysis.

(B) Left panel: LTP experiments at Schaffer collateral-CA1 pyramidal cell synapses. Data were from 5 sham-treated MAP6 KO mice
and 5 ECS-treated MAP6 KO mice (total of 15 slices). Unpaired Student’s t-test: p>0.05 is considered non significant. Right panel:
Post-tetanic potentiation (PTP) of Schaffer collateral synaptic transmission. Data were from 5 Sham-treated MAP6 KO mice and 5

ECS-treated MAP6 KO mice (total of 15 slices). Unpaired Student’s t-test: p>0.05 is considered non significant.



ECS treatment increases dendritic spines density

Reduction of dendritic spines density has been reported on animal model of depression (Donohue et
al., 2006; Licznerski and Duman, 2013). Using the Thyl-eYFP-H transgene, dendritic spine density
can be directly assayed in vivo, in cortical neurons of MAP6 KO mice (Feng et al., 2000; Porrero et
al., 2010). Dendritic spines were analyzed on WT and MAP6 KO brain slices using confocal images
(Figure 8A). MAP6 KO neurons expressed significantly less dendritic spines than WT neurons (Fig.
8B; 1.18 £ 0.04 and 0.91 * 0.04 spines/um for WT and MAP6 KO neurons, respectively). We next
evaluated the effect of ECS treatment on spine density as compared to sham treatment. ECS
treatment significantly increased by 29% the spine density as compared to sham treatment (Figure

8C). These results indicated that ECS enhanced the dendritic spine density in vivo.
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Figure 8: Effects of ECS treatment on dendritic spine density

(A) Hlustration of the technique used for spine quantification with NeuronStudio on confocal images.

(B) MAPG6KO mice exhibited decrease spine density in the cortex compared to wild-type mice. Data were from 50 segments
of 4 Wild-type and from 29 segments of 4 MAP6 KO mice. Unpaired Student’s t test. *** p <0.001

(C) ECS treatment rescued spine density deficit. Data were from 17 segments of 3 Sham-treated and from 26 segments of 3
ECS-treated MAP6-KO mice. Unilateral unpaired Student’s t test: * p <0.05
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Discussion

In this study we demonstrate that ECS treatment, when applied to animals with constitutive
defects related to depressive status, is able to restore both behavioral and biological deficits.
Indeed the severe social withdrawal and anxiety/deficits exhibited by MAP6 KO mice were
alleviated by ECS treatment. Interestingly, the behavioral relapse did not occur similarly for
each behavior indicating that ECS treatment most probably triggers several biological
pathways. Indeed, several biological mechanisms can underline the behavioral improvements
including some identified in this study such as the increased expression of the trophic factor
BDNF, the increased dendritic spine density and the general enhancement of adult
hippocampal neurogenesis.

The main result of this study concerns the increase of adult hippocampal neurogenesis
triggered by ECS treatment. Both in animal models and in human, in depressive conditions
the adult hippocampal neurogenesis is known to be reduced (David et al., 2009). In our study
we found, as already described for other animal models, that ECS treatment strongly increases
the proliferation of neuronal progenitors. However, the effect of ECS on progenitor
proliferation during the treatment cannot be responsible of the immediate behavioral
improvement. Rather, for the first time, in this study we clearly demonstrate that ECS
treatment, on top of boosting progenitor proliferation also directly and quickly increases the
survival rate of the new-born neurons, and promote their maturation and their integration in
the pre-existing neuronal network.

Despite the integration of new born neurons triggered by ECS, a behavioral relapse was
observed. In our study, this relapse correspond at the time point when the number of new born
neurons which are still alive reached the number of neurons present in sham conditions at the
end of the treatment (around 400 neurons in our study). We can thus propose that in
depressive conditions (MAP6 KO mice) the ratio of integrated neurons measured by
BrdU/EdU injection is under a threshold compatible with normal behavior, that ECS
stimulated the integration rate to reach a number of new neurons compatible with normal
behavior and that behavioral relapse occurred when the number of surviving new born
neurons fall under the threshold.

The similarities between the human and mouse brain and our faithful replication of clinical
procedures suggest that similar changes occur in the brains of patients treated with ECT. In

human, maintenance sessions (for example 1 ECT session a week) are most of the time
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beneficial (Petrides et al., 2011). These effects of maintenance sessions may be due to the
stimulation of new-born neurons integration and such a hypothesis can be tested in our model.
Our results clearly indicate that ECS enhance the maturation of new born neurons with
increased dendritic complexity as well as dendritic spines density. These features will provide
better connectivity with the pre-existing neuronal network at a critical period for integration.
Interestingly in our study the outcome of mature new born neurons did not seem to be modify
by the ECS treatment applied 4 weeks before as the time course of neuronal death is similar in
sham and ECS treated animals.

The ability of ECS treatment to increase the efficacy of all hippocampal neurogenesis steps
including proliferation, survival and integration most probably largely contribute to the
alleviation of the depressive behaviors. Thus, the rapidity of action of ECS could be explained
by the net increase in new-born neurons due to enhanced survival of spontaneously newly
generated neurons. Moreover the increased proliferation of progenitors triggered by ECS can
result in an increased in number of integrated neurons when maintenance sessions are applied.
Our results indicate that ECS treatment increase dendritic density in new-born neurons in the
hippocampus as well as in cortical neurons suggesting a general increase in synaptic
plasticity. The direct measurement of synaptic plasticity by electrophysiology did not reveal
alleviation of LTP and PTP defects but the assay has been performed three days after the end
of the treatment. A beneficial effect of ECS on synaptic plasticity cannot be ruled out, at later
time points, when possible deleterious effects of the overstimulation of neurotransmitter
release will be lost. Moreover, we observed an increase of BDNF expression in the
hippocampus. Together the increase in hippocampal dendritic spine density, BDNF
expression and neurogenesis might result in an enhanced glutamatergic transmission. The
increase in dendritic spines density observed in cortical neurons is probably general to all
glutamatergic neurons including hippocampal glutamatergic neurons. Even if the cellular
pathways are not currently deciphered, it can be suggested a prominent role of BDNF in
boosting the integration of new born neurons. Indeed, BDNF has been shown to have a
pivotal role in regulating spine density and survival of newborn neurons (Sairanen et al.,
2005; Liu et al., 2012). In depressive conditions, the HPA axis is known to be hyper active.
HPA axis is under the negative control of the hippocampus, we might thus propose that an
increased efficacy of hippocampal glutamatergic neurotransmission might tuned down the
hyperactivation of the HPA axis and thus act favorably on the depressive/anxiety deficits. To
note ECS treatment strongly increases the proliferation of progenitor in the ventral part of the

hippocampus, and will promote the birth of new neurons in ventral hippocampus, neurons
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known to be highly connected to amygdala and prefrontal cortex emotions (Canteras and
Swanson, 1992; Namura et al., 1994; Fanselow and Dong, 2010). Thus, such a preferential
contribution of ventral hippocampal neurogenesis might positively affect neuronal networks
crucial for the control of emotive and social behavior.

Overall our study demonstrates that the main biological event rapidly triggered by ECS

treatment is the increased integration rate of mature newborn neurons in the hippocampus.
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Fold ) Unique |Sequence| Mol.

p value change Peptides peptides | coverage weight Score
Protein IDs (%] [kDa]
tr| Q80Y52 | Q80Y52_MOUSE 0.0005 1.1244 46 30 55.9 84.787 311.63
sp|PO8553|NFM_MOUSE 0.0014 1.1766 34 29 44.6 95.915 32331
tr|Q71LX8|Q71LX8_MOUSE 0.0004 1.1339 47 29 56.6 83.28 323.31
tr| Q6PAC1 | Q6PAC1_MOUSE 0.0016 1.2522 11 11 24.6 80.762 55.906
tr| A2RSV8 | A2RSV8_MOUSE 0.0013 1.1692 14 14 57.4 19.53 69.044
sp|P46660 | AINX_MOUSE 0.0002 1.1555 31 26 58.9 55.382 323.31
tr| Q49713]|Q49713_MOUSE 0.0004 1.2470 12 12 83.7 15.137 78.941
tr| Q3U4H0 | Q3U4HO_MOUSE 0.0015 1.1802 7 7 44.8 30.016 33.471
tr| D3YWR7| D3YWR7_MOUSE 0.0003 1.1755 8 8 65.1 20.008 124.16
tr| A2ATPS5 |A2ATP5_MOUSE 0.0017 1.1982 8 8 22.7 59.543 31.782
tr| Q3V1R3|Q3V1R3_MOUSE 0.0007 1.1796 11 11 27.9 61.877 80.385
sp|Q8R164 |BPHL_MOUSE 0.0007 | 1.1755 9 9 36.4 | 32.851 | 28373
tr| ASGZX3 | ASGZX3_MOUSE 0.0015 1.1354 12 12 60.3 20.809 50.706
sp|Q9CQZ5|NDUAG_MOUSE | 0.0012 | 1.2199 5 5 45.8 15.283 | 19536
sp|QICY64|BIEA_MOUSE 0.0002 1.1995 9 9 40.3 33.524 29.874
tr| B1AU25 |B1AU25_MOUSE 0.0006 1.1701 14 14 34 66.113 59.309

B
Fold - Unique | Séquence Viol.

. p value Errre Peptides peptides | coverage % weight | Score
Protein IDs [kDa]
sp|P03995 | GFAP_MOUSE 0.0007 | 1.27 31 29 65.3 49.899 | 323.31
sp|P0O7759|SPA3K_MOUSE 0.0008 0.60 13 13 36.4 46.879 | 162.93
tr]Q8C5H2 |Q8CS5H2_MOUSE 0.0006 0.79 7 6 34.9 30.038 | 14.164
sp|P17426|AP2A1_MOUSE 0.0005 0.89 36 28 49.7 107.66 | 161.41
tr| Q8C6E3 |Q8C6E3_MOUSE 0.0008 0.81 7 7 22,6 59.835 | 20.334
tr|Q545M7 |Q545M7_MOUSE | 0.0002 0.74 2 2 19.1 11.83 | 9.1056
tr|Q544B1|Q544B1_MOUSE 0.0000 0.75 18 18 46.2 56.537 | 100.6
tr| Q58EV2 |Q58EV2_MOUSE 0.0007 0.65 5 5 22.2 23.022 | 11.59
sp| Q60902 |EP15R_MOUSE 0.0010 0.80 8 8 16.1 99.307 | 67.276
sp|Q61699 |HS105_MOUSE 0.0000 1.17 29 27 44.6 96.406 | 323.31
tr| A2ACL9| A2ACL9_MOUSE 0.0005 1.17 8 8 24.8 47.117 | 111.46
tr| D3Z4T6|D3Z4T6_MOUSE 0.0008 0.85 6 6 26.1 36.208 | 66.566
sp|Q8BHBI| CLIC6_MOUSE 0.0002 | 0.3 3 2 7.6 62.885 | 16.467
sp|Q8BWT1|THIM_MOUSE 0.0000 0.77 13 13 58.4 41.829 | 126.52
tr| QOPSW2 |QOP5W2_MOUSE | 0.0005 0.75 5 5 23.6 37.131 | 12.174
sp|Q99LCS | ETFA_MOUSE 0.0012 0.88 9 9 41.1 35.009 | 66.472
tr| Q544F6|Q544F6_MOUSE 0.0011 1.23 6 6 51.4 15.944 | 38.751
tr| K3W4L0 |K3W4L0_MOUSE 0.0004 1.25 19 19 12.9 230.99 | 63.802
sp|Q9R1T4|SEPT6_MOUSE 0.0003 0.90 20 12 50.9 49.619 | 284.46

Figure S1: Fold change of proteomic content from brain and hippocampal extracts of ECS- versus Sham-treated
MAP6 KO mice.

(A) Analysis of the whole brain extract. Differential analyse was conducted using a welch t-test and a FDR control of 5%. 16
proteins passed the cut-off: Q80Y52: Heat shock protein 90 alpha; NFM: Neurofilament medium polypeptide; Q71LX8: Heat
shock protein 84b; Q6PACL: Gelsolin; A2RSV8: Cytochrome ¢ oxidase subunit 4; AINX: Alpha-internexin; Q49713: Fatty
acid binding protein 5; Q3U4HO: Microtubule-associated protein RP/EB family member 1; D3YWR7: Dihydropteridine
reductase; A2ATP5: Myelin expression factor 2; Q3V1R3: Lgi3; BPHL: Valacyclovir hydrolase; A5GZX3:
Lactoylglutathione lyase; NDUA6: NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 6; BIEA : Biliverdin reductase A;
B1AU25: Apoptosis-inducing factor 1. (B) Analysis of the hippocampus extract. Differential analyse was conducted using a
welch t-test and a FDR control of 5%. 19 proteins passed the cut-off: GFAP : Glial fibrillary acidic protein; SPA3K : Serine
protease inhibitor A3K; Q8C5H2: Calbl gene; AP2A1: AP-2 complex subunit alpha-1; Q8C6E3: Catalase; Q545M7:
Parvalbumin alpha; Q544B1: Aldehyde dehydrogenase 2 mitochondrial; Q58EV2: Apoal protein; EP15R: Epidermal growth
factor receptor substrate 15-like; HS105: Heat shock protein 105 kDa; A2ACL9: Neuronal pentraxin 1; D3Z4T6: Neuronal
growth regulator 1; CLIC6: Chloride intracellular channel protein 6; THIM : 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial;
QOP5W2: Tmx4 gene; ETFA : Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial; Q544F6: Coactosin-like protein;

K3W4L0: Unconventional myosin-XVIlla; SEPT6: Septin-6.
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Résumé de Tarticle « Microtubule-associated protein 6 mediates neuronal
connectivity through Semaphorin 3E-dependent signaling for axonal growth »

par JC Deloulme, S Gory-Fauré, F Mauconduit, S Chauvet, J Jonckheere, B Boulan,
E Mire, J Xue, M Jany, C Maucler, AA Deparis, O Montigon, A Daoust, EL Barbier, C Bosc,
N Deglon, J Brocard, E Denarier, | Le Brun, K Pernet-Gallay, | Vilgrain, PJ Robinson, H
Lahrech, F Mann & A Andrieux.

Nat Commun. 2015 Jun 3;6:7246. doi: 10.1038/ncomms8246.

Des altérations de I’anatomie cérébrale et des connectivités neuronales ont été
observées de nombreuses fois chez des patients atteints de pathologies psychiatriques, dont la
schizophrénie (Kanaan et al., 2005; Shepherd et al., 2012; Fitzsimmons et al., 2013).
L’intégrit¢ d’un des ¢léments du cytosquelette, les microtubules, est nécessaire au bon
développement du systeme nerveux et notamment dans la morphologie et la formation des
connectivités neuronales. En effet, I’altération de certains régulateurs des microtubules induit
des pathologies du développement cérébrales tel que la lisencéphalie et la microcéphalie
(Kuijpers and Hoogenraad, 2011; Bradshaw and Porteous, 2012; Bahi-Buisson et al., 2013).
Parmi les régulateurs des microtubules, on peut citer MAP1, MAP2, Tau et MAPG.

Les souris déficientes pour la protéine MAP6 (KO-MAP6) sont viables mais
présentent des troubles comportementaux. Ces altérations réminiscentes de celles retrouvées
chez des patients atteints de pathologies psychiatriques tel que la schizophrénie, sont
ameliorées suite a la prise d’antipsychotiques (Andrieux et al., 2002; Beégou et al., 2008;
Delotterie et al., 2010). En association avec ces altérations comportementales, les souris KO-
MAP6 présentent des défauts de 1’anatomie cérébrale, telles qu’une forte diminution des
projections sérotoninergiques et une diminution de taille du thalamus et du cortex (Fournet et
al 2010, Powel et al 2007). Cependant une étude détaillée de la morphologie cérébrale et de
I’intégrité des connectivités restait a faire.

Cette étude montre que la délétion de MAP6 cause une réduction du volume cérébral
total, avec une augmentation de la taille des ventricules. De plus I'absence de MAPG6 entraine
des altérations sévéres de la connectivité neuronale. Le défaut de connectivité le plus
important est I’absence de la partie post-commissurale du fornix. Le fornix est responsable de
la connexion de I’hippocampe a I’hypothalamus, I'absence de MAP6 induit donc une rupture
de communication entre ses deux structures et ceci est en accord avec I'nypothese de dis-

connectivité neuronale de la schizophrénie.
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Connaissant le réle essentiel de la sémaphorine 3E (Sema 3E) dans la formation du
fornix (Chauvet et al., 2007), le role de MAP6 dans la signalisation de la Sema 3E a éte
analyse. L’étude a montré que MAP6 joue un role clef dans cette signalisation. Son absence
abolit toute stimulation de la croissance axonale en réponse a la Sema3E. De plus, 1’étude
montre que le réle de MAPG6 dans cette signalisation est médié par sa capacité a interagir avec
des effecteurs connus de type SH3, en aval des récepteurs de la Sema3E. Ainsi ce travail
montre un réle crucial de MAPG6 dans la formation d'un tract cognitif, réle médié non pas par

ses propriétés microtubulaires mais plutdt par ses propriétés de signalisation.

Dans le but de démontrer une interaction génétique entre MAP6 et la voie de
signalisation Sema 3E, des animaux doubles hétérozygotes pour MAP6 et Sema 3E ont été
géneérés. Nous avons pu ainsi démontré, un retard du développement de la post-commissure
du fornix chez ces doubles hétérozygotes en comparaison des animaux simple hétérozygote
correspondants. Mon travail a consisté a développer un protocole d’étude histologique afin de
pouvoir visualiser et quantifier le retard de développement du fornix, basé sur des critéres
neuro-anatomiques. Cette étude a été effectuée dans le cadre de la version révisée de I’article

scientifique. Les résultats que j'ai obtenus sont présentés dans la figure S5 de l'article.
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Microtubule-associated protein 6 mediates
neuronal connectivity through Semaphorin
3E-dependent signalling for axonal growth
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Benoit Boulan"2, Erik Mire3, Jing Xue?, Marion Jany'2, Caroline Maucler'?, Agathe A. Deparis'?,

Olivier Montigon1'2'5'6, Alexia Daoust"2, Emmanuel L. Barbier'?2, Christophe Bosc!2, Nicole Deglon7'8,
Jacques Brocard"?, Eric Denarier210, Isabelle Le Brun'2, Karin Pernet-Gallay'?, Isabelle Vilgrain
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Structural microtubule associated proteins (MAPs) stabilize microtubules, a property that
was thought to be essential for development, maintenance and function of neuronal circuits.
However, deletion of the structural MAPs in mice does not lead to major neurodevelopment
defects. Here we demonstrate a role for MAP6 in brain wiring that is independent of
microtubule binding. We find that MAP6 deletion disrupts brain connectivity and is
associated with a lack of post-commissural fornix fibres. MAP6 contributes to fornix
development by regulating axonal elongation induced by Semaphorin 3E. We show that
MAP6 acts downstream of receptor activation through a mechanism that requires a
proline-rich domain distinct from its microtubule-stabilizing domains. We also show that
MAP6 directly binds to SH3 domain proteins known to be involved in neurite extension and
semaphorin function. We conclude that MAPé is critical to interface guidance molecules with
intracellular signalling effectors during the development of cerebral axon tracts.
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architecture of neuronal networks and synaptic connec-

tions that are elaborated during neurodevelopment.
Convergent data show that abnormal anatomical and functional
connectivity occurs in the brain of patients suffering from
psychiatric diseases such as schizophrenia or bipolar disorder!®.
For proper brain connectivity, neuronal morphogenesis and
differentiation requires a coordinated and dynamic organization
of cytoskeletal elements, including the microtubular network.
Microtubules (MTs) play key roles in these processes and
determine axon formation’ and regulate the dynamics of
dendritic spines®. Impairment of certain MT effectors causes
severe mneurodevelopmental disorders inc]udin% lissencephaly,
double cortex syndrome or microcephaly’ !, Among the
MT regulators is a family of structural MAPs, including
MAP1, MAP2, Tau and MAP6, which were first described as
MT-stabilizing proteins'?~1>. Acute inhibition of any structural
MAP in neuronal cells lines have led to impaired neuritic
outgrowth providing the idea that MT stabilization would
be crucial for normal neuronal differentiation during
brain formation'®-1?, However and very strikingly, none of the
knockout of structural MAP genes has led to lethal phenotypes
due to massive neuronal differentiation impairments®23,
These findings raise the possibility of alternative roles of the
structural MAPs during neurodevelopment, which still need to
be identified.

Within the structural MAPs, MAP6 (also known as STOP for
Stable-Tubule-Only-Polypeptide) was first characterized as a
MT cold-stabilizier factor whose activity was inhibited by
interaction with Ca? ™ -calmodulin®®. The two main isoforms of
MAP6 MAP6-E, which is expressed during neurodevelopment
and in the adult brain, and MAP6-N, which is expressed
postnatally'®?%, exhibit pronounced axonal localization®®?7,
MAP6 null mice (MAP6 KO) are viable but display
severe behavioural disorders associated with synaptic
plasticity impairments and exhibit alterations in multiple
neurotransmission®*»28-30, Their behavioural and biological
alterations resemble schizophrenia-related symptoms, and
indeed, long-term treatment with antipsychotic drugs alleviates
several of the behavioural and biological defects>>>!32 Their

Q ppropriate adult brain function depends on the complex

behavioural —impairments may also rely on axonal
disconnectivity, as some evidence points to structural changes
26,28,33,34

in brain anatomy and connectivity of MAP6-KO mice .
However, a global and detailed analysis of brain alterations is as
yet missing.

Here we examined the organization and structural integrity of
the white matter in MAP6-KO mice. We found that MAP6
deletion causes severe hypoplasia of cerebral commissures and
long-distance projecting axon tracts. The most striking defect is
the absence of the post-commissural part of the fornix, producing
neuronal disconnectivity between the hippocampus and the
hypothalamus. Fornix formation is known to be dependent
on signalling by the axon guidance cue Sema3E3>3,
We demonstrated here that MAP6 plays a pivotal role
downstream of Sema3E in promoting axonal growth and
attractive guidance. MAP6-E binds to components of the
Sema3E receptor complex and mediates interactions with
downstream effectors through a proline-rich domain that is
distinct from domains required of MT stabilization. Therefore,
MAP6 is crucial for the establishment of functional Sema3E-
dependent neural circuits via a MAP6 signalling function
integrating semaphorin signalling, independent of microtubule
binding. This reveals a previously unrecognized signalling
function for MAP6, acting as a positional scaffold protein
interfacing microtubule network and signalling events triggered
by guidance cue receptors for the neuronal wiring.

2

Results

MAPG6 deletion induces reduced brain volume. To examine how
MAP6 controls brain organization, we first used in vivo magnetic
resonance imaging (MRI) to monitor the brain size of MAP6-KO
mice from three genetic backgrounds (Fig. 1). Representative
coronal T2-weighted images from wild-type (WT) and
MAP6-KO mice were used to quantify the whole brain volume
(Fig. 1a). Adult MAP6-KO mice from each genetic background
showed reduced brain volume: 14% in homogeneous inbred
C57BL6/129 SvPas-F1 mice, 19% in pure 129 SvPas mice
and 24% reduction in heterogeneous non-inbred BALBc/129
SvPas-F2 mice, compared with WT littermates (Fig. 1b). A
longitudinal study performed on BALBc/129 SvPas-F2 mice
showed that the brain volume remained unchanged between
3 and 12 months of age, suggesting that the reduced brain volume
was not progressive with age (Fig. 1b). Associated with the
volume reduction was a global ventricle enlargement (Fig. la,c).
All subsequent data were obtained using WT and KO mice on a
homogeneous inbred 50% C57BL6/50% 129SvPas-F1 genetic
background. We then used diffusion tensor imaging (DTI) to
discriminate between grey matter (GM), mostly composed of
neuronal cell bodies, and white matter (WM), mostly composed
of myelinated axonal tracts. We focused on the forebrain
that encompasses the major limbic cerebral structures implicated
in the control of behaviours. Typical maps of fractional
anisotropy (FA) values are shown in Fig. 1d, bright structures
correspond to high FA values, that is, fibre bundles of WM
and dark structures correspond to low FA values, that is, GM
and ventricles. In all forebrain images of KO and WT mice, the
brain was delineated and the total number of voxels (pixels
x thickness of the slice) was calculated for both genotypes.
We observed a 15% reduction of voxel number in the forebrain
of MAP6-KO mice as compared with WT mice (Fig. le), which
is in agreement with the 14% total brain volume reduction
obtained using anatomical T2-weighed MRI (Fig. 1b).
The reduced voxel number in MAP6-KO mice was not
homogeneously distributed among FA values, being more
pronounced for FA values ranging from 0.3 to 0.6 (Fig. 1f).
WM can be discriminated from GM by selecting FA values
above 0.35 (Fig. 1g) and in MAP6-KO brains the number of
voxels are reduced by 31% (P=8.6 10 ) for FA values above
0.35 (WM) and by 7% (P=2.5 10~ %) for FA values below 0.35
(GM) (Fig. 1h). Therefore, MAP6-KO mice exhibit reduction in
whole brain volume that is associated with strong deficits in
axonal fibre tracts.

MAPS is required for axonal tracts integrity. We next use the
DTI colour map, which graphically illustrates the direction of
fibres, to perform a detailed and global examination of axonal
tracts within the forebrain (Fig. 2a,b, Table 1). Analysis of FA
colour maps from MAP6-KO as compared with WT brains
revealed a severe diminution of the size of the corpus callosum
(Fig. 2b, Table 1, 25 to 35%), the cingulum (Fig. 2b, Table 1, up to
26%), the internal capsule (not shown, Table 1, 44%), the anterior
commissure (not shown, Table 1, 26 to 27%,) and the cerebral
peduncle (not shown, Table 1, 24 to 34%). Other tract sizes were
less affected, such as the fimbria (not shown, Table 1, up to 11%)
or unaffected, such as the mammillary tract or the dorsal fornix
(Fig. 2b, Table 1). Thus, MAP6 deletion induced a non-uniform
alteration of axonal tracts. To avoid a possible under-estimation
of tract sizes due to reduction of FA values we performed a
classical histological study on coronal forebrain brain sections to
accurately measure fibre track size (Fig. 2c and data not shown).
Slices were selected based on morphometric landmarks and
stained for myelin with gold chloride and Nissl substance with
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Figure 1 | Reduced brain volume in MAP6-KO mice associated with deficits in axonal fibre tracts. (a) Representative galleries of T2-weighted MRI
coronal sections used to determine the whole-brain and lateral ventricle volumes from WT and MAP6-KO mice. All sections were used to determine the
cerebral volumes shown in b. Sections in the yellow frame were used to determine the lateral ventricle volume shown in ¢. (b) Cerebral volume in WT and
MAP6-KO mice. A systematic decrease of MAP6-KO mice cerebral volume in different genetic backgrounds. (¢) Histogram from MRI data showing
ventricle enlargement in MAP6-KO mice. (d) Representative fractional anisotropy (FA) maps of the brains of WT and MAP6-KO. Scale bar, 1mm.

(e) Histogram showing a reduction of total voxel number of MAP6-KO brain. (f) Histograms showing the voxel number distribution according to FA values
(the histogram of each mouse is individually plotted). FA threshold of 0.35 is used for white matter segmentation. (g) Typical FA maps segmentation from
WT mouse. Image with FA> 0.35 corresponds to the white matter imaging and FA <0.35 to grey matter and ventricles. (h) Histograms of voxel numbers
corresponding to FA <0.35 and FA>0.35. In all panels, number of analysed mice is between brackets. Values are given as mean + s.e.m. Percentages of
change between KO and WT are indicated.. **P<0.01; ***P<0.001 (Student's t-test).
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Dorsal

Caudal

Lateral

Figure 2 | Axonal tracts are defective in MAP6-KO mice. (a) Representative galleries of FA colour maps in which the colour code indicates the spatial
direction of the free diffusion along the axons with medial-lateral (red), ventral-dorsal (blue) and rostral-caudal (green) orientations. Scale bar, Tmm.
(b) Representative FA colour-maps (slices 6 from a) used to draw each axonal tract. FA values and region of interest (ROI) surface areas for each tract are
reported in Table 1. Scale bar, 500 um. (¢) Representative coronal brain sections of WT and MAP6-KO forebrain stained with gold chloride and
counterstained with cresyl violet used to measure the area and the thickness of axonal tracts and brain regions. Scale bar, 500 um. Note in panels b’ and d’
that the post-commissural part of fornix (arrow, pf) is undetectable in the MAP6-KO brain slice after gold staining or DT| images. cc = corpus callosum;
cg = cingulum; Ctx = cortex; df = dorsal fornix; mt =mammillary tract and pf = post-commissural fornix.

cresyl violet (Fig. 2¢). This analysis revealed that axonal tracts are
differentially affected, with a severe reduction of the area for the
corpus callosum (Fig. 2¢, up to 32%, P=7 x 10~ 5), the anterior
commissure (not shown, up to 61%, P=1.1 x 10~ 05) and of the
internal capsule (not shown, up to 49%, P=3.5x10" 03y,
whereas other tracks are less severely affected such as the fasci-
culus retroflexus (not shown, 29%, P= 1.4 x 10~ 3) or the fimbria
(not shown, up to 23%, P=4.0 x 10 ~3).

One striking observation of both FA colour maps and
histological slices was the absence of the ventral part of the
fornix, defined as the post-commissural fornix (pf) in MAP6-KO
brains (Fig. 2b,c, arrows).

4

To assess fibre integrity, we compared the FA values between
WT and MAP6-KO for each axonal tract (Table 1). FA values, for
several axon tracts with reduced dimension, including the
anterior commissure, the corpus callosum and the cingulum,
are significantly affected in KO mice, with an average reduction of
15, 13 and 18%, respectively (Table 1). By contrast, FA values for
the cerebral peduncle were not affected, despite size reduction. In
addition, FA values of the dorsal fornix, the mammillary tract, the
supraoptic and optic tracts were not affected. To properly
interpret the FA changes, which are sensitive to myelin integrity,
density and to the intra- and extracellular compartment volumes,
we used transmission electron microscopy to investigate the
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Table 1| FA values and ROl surface are expressed as mean * s.e.m.
Slices 2 5 7
1 KO WT KO WwT KO WwT Ko wT KO wT KO WT KO
Corpus callosum (cc)
FA 060+0.03 053+002 061002 053*002 064%001 050001 064+0.02 0521001 0731002 07212002 0761002 067+0.01
(-12) (-13) H(=22) “(-18) (-12)
SURFACE 146+0.06 108007 052005 0701002 075+t004 056%003 054+0.05 0.35+0.03 044021 03212004 091+006 0821007
(mm2) "(—26) (-24) *(—25) **(-35) (=27
Cingulum (cg)
FA 041£0.01 0331001 0421001 034100 0441001 037100 0.5410.01 0.4910.02 0581002 04410.02
(- 20) (=19) “(=16) (=9 (- 24)
SURFACE 039+£0.03 038+003 043+002 032+00 037+0.04 0.27+0.04 0.29+0.03 0.22+£0.03 017£003 0131001
(mm2) (—26) “(—24)
Anterior commissure (ac)
FA 0.71+0.03 0.59+0.02 0.68+0.003 0641001 047£001 0371002
(=17 (-8) r(-21
SURFACE 0.07+0.01 0.069%0.003 011+0.01 008+0.01 042+0.03 031004
(mm2) (-27) *(-26)
Fimbria (fi)
FA 0.46£0.02 0371002 0.52+0.01 0.4810.02
(—20)
SURFACE 191019 215+038 118 £0.05 105 0.03
(mm2) (-1
Internal capsule (ic)
FA 0411001 0.37 £ 0.008
*(—10)
SURFACE 1651014 0.9210.07
(mm2) (- 44)
Dorsal fornix (df)
FA 0.55+0.01 0.48%0.05 0.58+0.03 0.57+£0.03
SURFACE 010£002 010001 onzoo 0101x0.01
(mm2)
Mammillary
tract (mt)
FA 0.6610.02 0.6710.04
SURFACE 003210002 002510004
(mm2)
Pest commissural fornix (pf)
FA 049 +0.01 ND 057+0.02 ND
SURFACE 0.032 £0.006 ND 0.03210.003 ND
(mm2)
Supraoptic decussation optic tract (sox/opt)
FA 0.69+0.02 0.62£0.04 0.81£0.01 0.7010.04
SURFACE 0.35+0.03 0.24+0.01 0.29+0.03 0.20+0.04
(mm2) (=31
Cerebral peduncle (cp)
FA 0.78£0.02 077+002 070£002 070%0.05
SURFACE 0.58+0.02 0.4410.03 071£002 0471001
(mm32) “-24) =34
Abbreviations: FA = fractional anisotropy; KO = knockout; ND = not determined; WT =wild type; ROI= region of interest. Percentages of significant changes between WT and KO mice are indicated in
parentheses. n=5 WT and 5 KO. Student’s t-test: *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

microstructure of fibres from the corpus callosum. No ultra-
structural axonal differences were evident (Supplementary
Fig. 1a). Quantification of the thickness and perimeter of myelin
sheaths as well as of myelinated axonal surfaces revealed no
difference between WT and MAP6-KO axons (Supplementary
Fig. 1b). Thus, FA changes indicate possible axonal density
reduction with an increase of extra-axonal compartment volume
or defasciculation defects in some tracts rather than myelination
defects.

Altogether this analysis indicates that MAP6 deletion induces
heterogeneous defects affecting both the size and the integrity of
the axonal tracts and highlighted an apparently specific function
of MAPG6 in one specific tract: the post-commissural fornix.

MAP6 is required for fornix integrity. The post-commissural
fornix is the major efferent pathway of the hippocampal projec-
tion that originates from the subiculum?®” and terminates at the
posterior hypothalamus in the mammillary body (Fig. 3a). To
characterize in greater detail the changes in the anatomy of
the post-commissural fornix in adult, the Thyl-eYFP-H
transgene®®, which is expressed by subicular neurons, was
introduced in MAP6-KO mice by breeding. On coronal sections

of hippocampal formation including the dorsal subiculum (DS)
from WT/ Thyl-eYFP-H and MAP6 KO/Thyl-eYFP-H adult
mice, subicular neurons expressing eYFP were comparably
distributed in the subiculum of both genotypes (Supplementary
Fig. 2a,b) without change in density (Supplementary Fig. 2c). This
indicates that subicular neurons, which project their axons in
post-commissure, persist in MAP6-KO mice.

To visualize the entire fornix and analyze its axon bundling, we
prepared sagittal slices with a cutting angle of 30° (Fig. 3b,
coronal diagram). Panoramic views showed that the dorsal and
the pre-commissural fornices, which contain fibres from
Ammon’s horn and septal part of the subiculum, are similar in
WT and MAP6-KO mice (Fig. 3b, green framed panels). In
contrast, the post-commissural fornix was shorter and thinner in
MAP6-KO brain (Fig. 3b; green framed panels; observed in 3/3
MAP6-KO mice). Many MAP6-KO axons split unusually off
from the fornix pathway and exhibit a chaotic organization with
disordered and defasciculated axons as compared with WT
(Fig. 3b, orange and blue framed panels). Accordingly, electron
microscopy analysis of micro-dissected post-commissural for-
nices revealed clear axonal bundle defects in MAP6-KO brains
(Fig. 3¢c). In MAP6-KO mice, most of the fornix fibres terminate
scattered in the anterior hypothalamus, with only very few of
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them able to reach their final target, the mammillary body
(Fig. 3b, yellow framed panels and Supplementary Fig. 2d-g).

We then examined the morphology of single axons from the
fornix by performing stereotaxic injections of lentivirus expres-
sing GFP into dorsal subiculum neurons (Fig. 3d). WT mice
exhibit straight axonal projections with a smooth aspect, while
MAP6-KO projections are abnormal, more tortuous and present
many varicosities (Fig. 3e,f; observed in 3/3 MAP6 KO mice).
Again, in MAP6-KO mice, only very few fibres reach the
mammillary body (Fig. 3g).

Together these results demonstrate a clear neuronal discon-
nectivity in adult MAP6-KO mice brain, with the subiculum not
properly connected to the hypothalamus.

MAP6 regulates the embryonic development of the fornix. We
next asked whether defects in the descending post-commissural
fornix reflect abnormal development or neurodegenerative pro-
cesses. For this, we analysed the post-commissural fornix during
neuro-development at embryonic day (E) 18.5 when the post-
commissural fibres have reached their targets in the mammillary
bodies. WT and MAP6-KO forebrains were double-immunos-
tained with antibodies against the ubiquitous L1-CAM axonal
marker and neuropilinl (Nrp1), a semaphorin receptor enriched
in subicular projections®®. Results reveal that the post-
commissural fornix is altered in KO embryos with a progressive
reduction of axonal density from the column to the post-
commissural part of the fornix and an absence of axonal
projections after the anterior commissure (Fig. 4a and
Supplementary Fig. 3; phenotype observed in 4/4 MAP6-KO
mice and 0/4 WT mice). Similar results were obtained using Dil
tracing of subicular neurons (Fig. 4b-e, phenotype observed in
2/2 MAP6 KO and 0/3 WT mice). Altogether, the post-
commissural fornix does not form properly during
neurodevelopment in the absence of MAP6 protein.

MAPS6 is involved in Sema3E- growth promoting activity. The
absence of the postcommissural fornix in MAP6 KO is reminis-
cent of the phenotype of Sema3E-KO embryos®®. Sema3E acts as
an attractive and growth-promoting signal for axons of subicular
neurons>®. We therefore evaluated MAP6 function in the axonal
response to Sema3E in cultured subicular neurons, which
predominantly expressed the MAP6-E isoform (Supplementary
Fig. 4a).

As previously reported®®, application of Sema3E (5nM) to WT
cultured subicular neurons electroporated with siRNA control for

24h, induced a 1.3-fold increase in axon length (Fig. 5a). When
subicular neurons were treated with MAP6 siRNAs to
knockdown MAP6 proteins (Supplementary Fig. 4b) they failed
to respond to Sema3E (Fig. 5a). The co-electroporation of siRNAs
and a cDNA coding for MAP6-E (resistant to siRNA) rescued the
stimulation effect of Sema3E (Fig. 5a). Experiments performed
with WT and MAP6-KO subicular neurons yielded to similar
results with a 1.5-fold increase in the axon length in WT and no
response in MAP6-KO neurons (Fig. 5b). The transfection of
MAP6-E cDNA into MAP6-KO subicular neurons fully rescued
the growth-promoting activity of the Sema3E (Fig. 5c). To
determine whether MAP6 is involved in axonal guidance,
explants of subiculum from WT and MAP6 KO brains were
co-cultured with aggregates of HEK293T17 cells expressing
Sema3E (Fig. 5d). Whereas WT subicular axons were attracted
to Sema3E, MAP6-KO axons were unresponsive to this cue.
These results clearly indicate that MAP6 protein contributes to
the Sema3E-induced growth and guidance of subicular axons.

Sema3E is a bifunctional molecule, which in addition to its
promoting effect on subicular axons can also inhibit growth
of cortical axons®®. However, despite a similar expression pattern
of MAP6 isoforms between cultured subicular and cortical
neurons (Supplementary Fig. 4a), the inhibition of MAP6
expression using siRNAs or the absence of MAP6 in KO
neurons did not alter Sema3E responsiveness of cultured
cortical neurons (Fig. 5e,f).

Together these results indicate a specific role for MAP6 in the
growth promoting and attractive activity of Sema3E on subicular
neurons and not in cortical neurons.

To estimate a possible in vivo genetic cooperation between
MAP6 and Sema3E during fornix development, we performed
analyses of trans-heterozygous animals. The fornix was analysed,
from anterior commissure to mammilary bodies at P1. A strong
delay of fornix formation was observed in double Sema3E/MAP6
heterozygous animals stronger than in single MAP6 or Sema3E
heterozygous mice (Supplementary Fig. 5a—c). Furthermore, the
defect in post commissural fornix persisted in P21 double
heterozygous with a strong defasciculation (Supplementary
Fig. 5d, arrows).

The fornix defects found in double heterozygous animals, but
not in single heterozygous mice, are strong indicators of in vivo
cooperation of MAP6 and Sema3E during fornix development.

The Sema3E receptors are functional in MAP6-KO mice. To
begin to understand the mechanism by which MAP6 controls
axonal response to Sema3E, we examined the expression of the

Figure 3 | Disruption of the post-commissural fornix in MAP6-KO mice. (a) Schematic representation of the fornix system (in red) on a sagittal diagram.
(b) Diagram showing in red, the projection stack of post-commissural fornix. The green line indicates the plane of the transverse sections (30°) shown in
panels framed in green. Panoramic views of epifluorescence observed in WT/Thyl-eYFP-H (upper) and MAP6-KO/Thyl-eYFP-H brains (lower) are shown
in green framed panels, scale bar, 1mm. Orange, blue and yellow-framed panels represent confocal images corresponding to coloured squares drawn in the
panoramic view. Images are the maximal projection stack of 10 confocal sections, separated by 0.95um. In yellow framed panels, arrows indicated the
presence of some rare axonal projections reaching the mammillary body. Scale bars, 20 pm. (¢) Dorsal macroscopic views showing the hypoplasia of
MAP6-KO post-commissural fornices. Portions of post-commissural fornix used for electron microscopy studies are indicated in red, scale bar, 0.5 mm.
Representative electron-microscopic views of transverse sections of post-commissure fornices of WT and MAP6-KO mice. In WT tight clusters of axons
can be seen (dotted areas) not in MAP6-KO mice, scale bars, 5um. (d) A schematic sagittal section indicates the site of lentivirus stereotaxic injection in
dorsal subiculum (square). Confocal images of the injection site (2 weeks post injection) show GFP-expressing pyramidal neurons in dorsal subiculum
(green) and Nissl counterstaining (cyan). Scale bar, 100 um. (e-g) Schematic diagrams of sagittal planes at 0.36, 0.60 and 0.84 mm interaural indicate the
position of microscopic fields corresponding to confocal images (black square). Major neuronal tracts are schematized (colour code in Supplementary
Fig. 3). Confocal images show the post-commissural axonal projections expressing GFP (green) in WT and MAP6-KO mice. In MAP6-KO mice, only some
rare axons reached the mammillary body (g, arrows). Scale bars, 40 um. Acb = accumbens nucleus; ac = anterior commissure; AHN = anterior
hypothalamic nucleus; CA1=field Corn d'’Ammon1 of the hippocampus; df = dorsal fornix; DS = dorsal subiculum; DG = dentate gyrus; HF = hippocampal
formation; LS = lateral septal nucleus; mcht = medial corticohypothalamic tract; Ifp = longitudinal fasciculus of the pons; MB = mammillary bodies;
MM = medial mammillary nucleus medial part; pre-f =pre-commissural fornix; pf = post-commissural fornix; sm = stria medularis; Spt = septum;
vhc = ventral hippocampal commissure.
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Sema3E receptor complex in MAP6-KO mice. Attractive effect of
Sema3E on axonal growth depends on binding to a receptor
complex composed of PlexinD1 (PIxD1), Neuropilinl (Nrp1) and
the vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2);
PIxD1 being the binding subunit and VEGFR2 the signal

transducing subunit®>. We determined PIxD1 receptor expression
in the subiculum of WT and MAP6 KO E17.5 embryos by in situ
hybridization and found no obvious differences (Fig. 6a).
Accordingly, we observed a clear binding of Sema3E-alkaline
phosphatase fusion protein (Sema3E-AP) to brain sections of WT

a Fornix system

WT/eYFP

KO/eYFP
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Figure 4 | Absence of the post-commissural fornix in E18.5 MAP6-KO embryos. (a) Sagittal sections with a cutting angle of 30° of E18.5 WT and KO
brain were double immunostained with anti L1 CAM and Neuropilin1 (Nrp1). A diagram shows the projection stack of post-commissural fornix in red on a
coronal plan. The green line indicates the plane of the sagittal sections. Note that the size of the anterior commissure is strongly reduced and the
post-commissural fornix is absent. Scale bars, 300 um. (b-e) Coronal section of E18.5 WT and MAP6-KO brain after anterograde Dil tracing of the fornix
from the subiculum. For each panel, a sagittal diagram shows the projection stack of post-commissural fornix in red and a grey line indicates the level of
coronal plan. Dashed square indicates the position of microscopic field. Scale bars, b, € 100 um; d,e 50 um. ac = anterior commissure; cc = corpus callosum;
cf =column of the fornix, fi=fimbria; LV = lateral ventricle; pf = post-commissural fornix; Spt = septum; V3 = third ventricle.

and MAP6-KO embryos. Sema3E-AP labelled several axonal
tracts, including anterior commissure, mammillo-thalamic tract
and post commissural part of the fornix (Fig. 6b), although the
staining was less intense in MAP6-KO brain slices due to the size
reductions of axonal tracts. Thus, Sema3E can properly bind to its
receptor in MAP6-KO brain. We then investigated the expression
pattern of PIxD1, Nrpl and VEGFR2 proteins, in MAP6-KO
subicular neurons by quantitative immunofluorescence (Fig. 6¢).
In the absence of MAP6, PIxD1, Nrpl and VEGFR2 expression
levels were not altered (Fig. 6¢).

In subicular neurons, Sema3E initiates intracellular
signalling through VEGFR2, with phosghorylation of VEGFR2
tyrosine-1175 being an early event’®. Using quantitative
immunofluorescence, we found that Sema3E exposure increases
VEGFR2 phosphorylation in both WT and MAP6-KO neurons
(Fig. 6d). Therefore, the functional defect in MAP6-KO subicular
neurons is likely to occur in post-receptor signalling.

MAP6 interacts with components of the Sema3E receptor
complex. We next looked for a possible interaction of MAP6 with
the Sema3E receptor complex. PIxD1, Nrpl and VEGFR2 cDNAs
were simultaneously expressed in HEK293T17 cells in

8

combination with MAP6-E-GFP. In PIxD1 immunoprecipitates,
we were able to detect Nrpl, VEGFR2 and MAP6-E-GFP proteins
(Fig. 7a and Supplementary Fig. 6). Similar results were obtained
when the immunoprecipitation was performed with an Nrpl
antibody (Supplementary Fig. 7a). In additional experiments
PIxD1, Nrpl and VEGFR2 cDNAs were individually expressed in
HEK293T17 cells in combination with MAP6-E-GFP. We were
able to detect MAP6 protein in PIxDI1, Nrpl and VEGFR2
immunoprecipitates (Supplementary Fig. 7b). We next deter-
mined whether the interaction of MAP6 with the Sema3E
receptor occurs in cultured subicular neurons. Indeed, we were
able to detect Nrpl in MAP6 immunoprecipitates (Fig. 7b and
Supplementary Fig. 7¢). In control experiments using MAP6-KO
neurons, Nrpl was not detected. Together the data indicate that
MAP6 is associated with the Sema3E tripartite receptor.

MAP6 proline-rich domains and Sema3E promoting growth
ability. To determine whether MAP6 participates in Sema3E
signalling through its MT-binding inactivity we performed rescue
experiments on cultured MAP6 KO subicular neurons using
GFP-tagged MAP6-E mutants (Fig. 7c and Supplementary Fig. 8).
As found previously (Fig. 5¢), MAP6-E-GFP was able to rescue
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Figure 5 | MAP6 is required for the growth-promoting activity of Sema3E on subicular neurons. (a) Typical images of subicular neurons cultured in the
absence (CTL) or in the presence of 5nM Sema3E for 24 h, electroporated with GFP-expressing vector and control siRNA or MAP6 siRNAs. To measure the
axon length, neurons were stained with anti-o-tubulin (green) and phalloidin (red). Scale bar, 30 um. The histogram shows quantifications of the relative
axonal length in subicular neurons in the absence (CTL) or the presence of 5nM recombinant Sema3E (Sema3E). Error bars, s.e.m., values corresponded to
mean axonal length (measured in at least 60 neurons for each condition) and normalized to 100% for values obtained in control conditions. (b) Typical images
of WT and MAP6-KO dissociated subicular neurons cultured in the absence (CTL) or the presence of 5nM Sema3E. Scale bar, 30 um. The histogram shows
quantifications of relative axonal length of cultured subicular neurons in the absence (CTL) or the presence of 5nM recombinant Sema3E. Error bars, s.e.m,,
values corresponded to mean axonal length (measured in at least 60 neurons for each condition) and normalized to 100% for values obtained in control
conditions. (€) The histogram shows quantifications of relative axonal length after exogenous expression of rat MAP&-E-GFP. Error bars, s.e.m., values
corresponded to mean axonal length (measured in at least 60 neurons for each condition) and normalized to 100% for values obtained in control conditions.
(d) Sema3E axonal guidance response. Representative images of subiculum (Sub) explants from E17.5 WT or KO embryo co-cultured in a plasma clot with an
aggregate of HEK cells transfected with Sema3E-AP and GFP. Scale bar, 200 um. Quantification of the guidance response, graph shows mean guidance index
(see methods) calculated for each condition (WT, n=11 and KO, n= 8). Positive values indicate attraction. (e) Quantifications of axonal length in cultured
cortical neurons in the absence or the presence of 5nM recombinant Sema3E electroporated with GFP-expressing vector and control siRNA or MAP6 siRNAs.
Error bars, s.e.m. Values corresponded to mean axonal length (measured in at least 60 neurons for each condtion) and normalized to 100% for values
obtained in control conditions. (f) Quantifications of axonal length in cultured WT and MAP6-KO cortical neurons in the absence (CTL) or the presence of
5nM recombinant Sema3E. Error bars, s.e.m., values corresponded to mean axonal length (measured in at least 60 neurons for each condition) and
normalized to 100% for values obtained in control conditions. All quantifications have been repeated at least three times using independent neuronal cultures
yielding consistent results. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.00; Student's t-test (5a,b,c.ef); non-parametric Mann-Whitney U-test (5 d).
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Figure 6 | The Sema3E receptors (PlexinD1/Neuropilin1l/VEGFR2) expression in developing MAP6-KO brain and in cultured subicular neurons. (a)
Coronal brain slices of WT and MAP6-KO E17.5 embryos were hybridized with probes for PIxD1. PIxD1T mRNA is expressed in the subiculum and in the
ventrolateral part of the cortex including the piriform cortex and the perirhinal cortex. Scale bar, 100 um. S = subiculum; CA1= Ammon’s Horn;

cp = cerebral peduncle; Rs = retrosplenial cortex; Pir = piriform cortex; PRh = perirhinal cortex. (b) Binding of sema3E along the fornix. Schematic diagram
of a sagittal section with major neuronal tracts indicated (colour code in supplementary Fig. 3). The square indicates the position of microscopic field shown
below. The atrophic fornix post-commissural part (pf) observed in MAP6-KO embryos binds Sema3E-AP. (¢) Immunolabelling of subicular neurons using
anti-PIxD1, -Nrp1 and -VEGFR2 antibodies. Histogram shows quantification of the relative immunofluorescence signal. The values represent the mean pixel
intensity of the staining (number of neurons >60). Scale bar, 20 um. (d) Immunolabelling of growth cones from subicular neurons using anti-
phosphotyrosine antibody to Tyr1175 in VEGFR2 after 15 min of treatment with 10 nM of Sema3E. Histogram shows the mean pixel intensity of phospho-
VEGFR2 staining relative to CTL conditions (number of growth cones>20). Scale bar, 10 um. Error bars, s.e.m. *P<0.05 Student's t-test.

growth-promoting activity of Sema3E, whereas GFP control ability to rescue the growth-promoting activity of Sema3E. MAP6
protein could not rescue (Fig. 7c). We then designed MAP6-E  proteins contain two types of MT-binding domains, the Mc
mutants devoid of MT-binding domains and evaluated their modules in the central domain (in grey, Fig. 7c) and the Mn
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modules (in orange, Fig. 7c). As expected mutant lacking both
sets of modules, MAP6-E-AMnAMc-GFP, failed to bind MTs
(Supplementary Fig. 8). However, this mutant rescued the
growth-promoting activity of Sema3E (Fig. 7c). Similarly, MAP6-
E lacking either MT-binding domain Mn or Mc (MAP6-E-AMn-
GFP or MAP6-E-AMc-GFP) also rescued the growth-promoting
activity of Sema3E (Fig. 7c). These results clearly indicate that
MAP6 ability to bind MTs is not required for its role in Sema3E
growth promotion.

MAP6 interacts with SH3 domain containing proteins. Sema3E
growth promotion involves VEGFR2 activation, which triggers
the recruitment and the activation of SH2 and/or SH3 domain
containing proteins such as PI3K3>#%41 In its N-terminal
domain, MAP6-E contains stretches of proline residues, which
are likely candidates for interaction with SH3-containing
proteins, and it is known that MAP6 binds to the SH3-A
domain of intersectinl?2, We therefore deleted a proline-rich
domain (PRD) of MAP6-E (MAP6-E-APRD;g 57). This mutant
retains a MT-binding activity (Supplementary Fig. 8) but failed to
rescue the growth-promoting activity of the Sema3E (Fig. 7c).
Therefore, the ability of MAP6 to mediate Sema3E signalling via
PIxD1/Nrpl/VEGFR2 requires the proline-rich domain
(PRD3g.57) and suggests that MAP6 interaction with SH3
domain-containing proteins is crucial for Sema3E growth-
promoting activity.

We then performed a large screen to identify SH3 domain-
containing proteins able to interact with MAP6 (Fig. 7d and data
not shown). Lysates of isolated mouse brain were incubated with
a variety of recombinant GST-SH3 protein domains. The two
neuronal MAP6 isoforms (MAP6-E and MAP6-N) that both
contain the PRD domain interacted with a broad range of SH3
domains to markedly varying extents. MAP6 strongly interacted
with two SH3 domains of intersectinl (ITSN1) and with the p85
subunit of PI3K (Fig. 7d), a protein involved in the neuronal
VEGFR?2 signalling pathway>”.

We further analysed MAP6 interaction with intersectinl and
the p85 subunit of PI3K using the converse pull-down assays. A
fragment of MAP6 protein corresponding to the N-terminal part
of the protein (LNt fragment) that contains the proline-rich
domain (PRDsg.s7) coupled to GST was produced. Analysis of
pull-downs performed with brain lysates revealed that GST-LNt
fragment associated with intersectinl isoforms and with the p85
subunit of PI3K (Fig. 7e). Furthermore, as p85 subunit of PI3K is
endogenously expressed in HEK 293T17 cells, we analysed its
presence in MAP6 immunoprecipitates performed on HEK
293T17 cells and detected it as shown in Supplementary
Fig. 7d. As the PIK3 effector, Akt is phosphorylated in the
Sema3E pathway®, we then measured Akt phosphorylation
following Sema3E exposure in WT and MAP6-KO subicular
neurons.  While  Sema3E  application increased the
phosphorylation of Akt in WT neurons, it had no effect on
MAP6-KO neurons (Fig. 7f). These results suggest that following
Sema3E exposure, MAP6 might couple the Sema3E receptors to
PI3K for activation of the Akt pathway.

Discussion

Our study reveals a signal transduction role for MAPS6, a protein
previously known mainly for its MT stabilization ability, in
promotion of axon growth in specific axon tracts in the
developing brain. MAP6 associates with the Sema3E receptor
complex and MAP6 PRDjy.5; domain is crucial for Sema3E
signalling. The ability of MAP6 to interact with multiple SH3
domain-containing proteins including PI3K and intersectin,
known to be triggered in signalling cascades after Sema3E

receptors activation, is most probably crucially involved in
Sema3E signalling, This signalling role for MAP6 explains the
specific phenotype observed in MAP6-KO mice. The mice did not
exhibit generalized deficits expected to be associated with loss of
MT stabilization, but rather they fail to develop a highly specific
axonal tract involved in cognitive deficits due to the loss of
MAPE6’s ability to transduce signals from the Sema3E receptors
complex in subicular neurons. Our data potentially explain the
cognitive defects in MAP6-KO mice and highlight the major role
of this signalling pathway in a key element of brain development.

MAP6-KO mice displayed a large spectrum of behavioural and
cognitive impairments associated with neurotransmission and
synaptic  alterations?>?83943 " which have been shown to
positively respond to long-term typical and atypical neuroleptic
treatment®®3132 These features are reminiscent of human
psychiatric diseases and MAP6-KO mice have been proposed to
be a useful animal model for some aspects of the pathophysiology
of psychiatric diseases including schizophrenia. Before the present
study, nothing was known about how MAP6 contributes to these
key neurodevelopmental processes. By performing the first
precise analysis of MAP6-KO mice brain anatomy, we showed
that MAP6 deletion strongly reduced brain volume and is
accompanied by ventricle enlargement. Alteration of brain size is
well documented in human psychiatric disorders’?. Our
general DTI data showed that the reduction of brain volume
is associated with white matter defect, affecting several axonal
tracts within the brain. Similar white matter abnormalities and
related abnormal connectivity are also found in some brain
regions of schizophrenic or bipolar patients>~®. This suggests that
the anatomical changes observed in MAP6-KO mice may account
for their schizophrenia-like behavioural and cognitive
impairments.

Images from DTT and histological analyses revealed key defects
in neuronal connectivity in MAP6-KO mice. Indeed, some axonal
tracks such as the anterior commissure, the internal capsule, the
cerebral peduncle and the fornix are severely affected either in
their size and/or in their microstructures as detected by FA
changes. The fornix is mostly composed from the axons of
subicular neurons and was the most deficient tract, with a quasi
disappearance of the post-commissural part. The inability of
subicular neurons to sense Sema3E signalling in the MAP6-KO
mice is likely to be the main contributor to the posterior fornix
defect. Indeed, subicular neurons failed to respond to Sema3E
growth promoting activity and axonal guidance. Furthermore the
double Sema3E/MAP6 heterozygous animals exhibited a delay in
fornix formation and a strong defasciculation in the posterior part
of the fornix in adult mice. The fornix defects in MAP6-KO brain
are more severe than those observed in Sema3E-KO mice, which
exhibit only latency in fornix formation associated with a
defasciculation, strongly suggesting that additional molecular
defects might be involved.

Our results indicate that MAP6 is not involved in the repulsive
growth activity of Sema3E on cortical neurons; however, some
cortical tracts were found abnormal with defasciculation (corpus
callosum, internal capsule) indicating possible additional func-
tions for MAP6.

Fornix disruption in MAP6-KO brains resulted in a disconnec-
tion between the hippocampus and the hypothalamus and this
impaired connectivity most likely contributes to the observed
behavioural disorders. The fornix belongs to the Papez circuit
known to be involved in cognitive and memory abilities for
review*¥, MRI and in particular DTI methods in humans report
similar connectivity defects in schizophrenic patients with
disrupted fornix integrity*>~*° associated with alterations of
resting state functional connectivity’® and defective memory
organization®">2, Other links between abnormal neuronal axonal
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tract formation and specific genes have been reported in both
animal models and patients. For example, defective
schizophrenia-related genes such as DISCI®**, dysbindin®>°
and neuregulin®’ are linked to abnormal brain connectivity. Thus,
abnormal tract formation and white matter defects, easily
detectable by the DTI technique in humans, might be seen as a
convergent consequence of a specific gene mutation in psychiatric
disorders.

Sema3E binds to the PlexinD1 receptor both in cortical and
subicular neurons, but signalling from here depends on a variety
of co-receptor configurations. Thus, in cortical neurons PlexinD1
receptors act alone and promote growth cone collapse mainly
through deactivation of R-Ras®®. In contrast, Plexin D1 in
subicular neurons is associated with both Neuropilinl and
VEGFR2, the signalling component being VEGFR2 rather than
PlexinD1. MAP6-KO cortical neurons responded normally to
Sema3E, whereas the subicular neurons did not respond,
indicative of a defect in the VEGFR2 transducing pathway. We
found that Sema3E is unable to trigger the PI3K/Akt pathway in
MAP6-KO neurons, which is required for increased axonal
growth. Our results suggest Sema3E binding to the extracellular
domain of Plexin D1 allows the transactivation of VEGFR2 as
indicated by its auto-phosphorylation, and the binding of MAP6
to the tripartite PIxD1/Nrpl/VEGFR2 receptor. Furthermore,
MAPS, through a proline-rich domain, can recruit to the receptor
some signalling SH3 domain-containing proteins, including the
p85 subunit of PI3K, to facilitate lipid phosphorylation and
consequent recruitment and activation of the Akt kinase
signalling pathway for the promotion of axonal growth.

MAP6 protein contains several stretches of proline residues
and we demonstrate the importance of the PRDsg 5, domain in
Sema3E signalling. We also showed that MAP6 is able to interact
with several SH3 domains-containing proteins, including
intersectinl and p85 (PI3K). This ability of MAP6 to bind
SH3 domains-containing proteins is shared with other structural
MAPs. MAP2 and tau bind SH3 domain proteins such as
Grb2, Fyn and cSrc®-6! but the physiological relevance of
such interactions for neuronal function has never been
clearly established. In the case of MAP6, we identify a
physiological mechanism that involves the interaction
between a structural MAP and SH3 domain signalling proteins.
Indeed the PRDjys; domain of MAP6 is required to allow
Sema3E growth-promoting activity on subicular neurons
and fornix formation. By interacting with the tripartite PIxD1/
Nrpl/VEGFR2 receptor and SH3 domain proteins, MAP6 might
couple receptor activation to downstream Akt signalling
pathways, providing a potential molecular explanation for its
novel role in development of the fornix.

The requirement of MAP6 protein for proper axonal extension
of subicular neurons through the integration of guidance cues
might be shared by other MAPs. Indeed some MAPs have been

reported to influence axonal growth and axonal tracts formation
such as doublecortin and MAPI1B, which regulate hippocampal
and corpus callosal development®>63, but the implication or not
of their ability to bind MTs in these functions was not specifically
analysed.

Overall, our study demonstrates a new axon guidance cue
integration role for MAP6 in mediating signal transduction
from a specific PIxDI/Nrpl/VEGFR2 receptor complex that
mediates axonal growth in neurons possessing this unique
receptor combination. MAP6 signalling is required for
growth of a subset of brain neurons, notably the subicular
axons, which in turn are required for wiring of the post-
commissural part of the fornix during brain development.
Together our data implicate MAP6 in neurodevelopment of
specific brain axon tracts that are involved in cognitive abilities
throughout life.

Methods

Animals. Homogeneous inbred C57BL6/129SvPas-F1 mice were obtained by
crossing MAP6 pure heterozygote 129SvPas male or female mice with MAP6 pure
heterozygote C57BL6 male or female mice. The heterogeneous non-inbred BALBc/
129 SvPas-F2 mice were obtained first by crossing BALBc with pure heterozygote
129SvPas MAP6 mice, then by crossing heterozygote BALBc/129 SvPas-F1 off-
spring together. Th1-eYFP line H mice>® were obtained from Jackson Labs (B6.Cg-
Tgn (Thy-YFP-H) 2Jrs) and crossed with pure heterozygote C57BL6 MAP6 mice
to generate C57BL6/Thyl-eYFP MAP6 mice colony. These mice were then crossed
with heterozygote 1295vPas MAP6 to generate WT/ and KO/Thyl-eYFP-H
littermate mice in homogeneous inbred C57BL6/129 SvPas-F1. Double
heterogeneous Sema3E/MAP6 mice were obtained either by the crossing of
C57BL6 Sema3E */~ and 129vPas MAP6 */~ mice or C57BL6 Sema3E "/~ and
C57BL6/Thyl-eYFP MAP6 */~ mice. Male and/or females mice were used
between 2-4 months old. In accordance with the policy of the Institut des
Neurosciences of Grenoble (GIN) and the French legislation, experiments were
done in compliance with the European Community Council Directive of 24
November, 1986 (86/609/EEC). The research involving animals was authorized by
the Direction Départementale de la protection des populations—Préfecture de
I'Isere-France (Deloulme J. C., PhD, permit number 380822) and by the ethics
committee of GIN n 004 accredited by the French Ministry for of Research.

Magnetic resonance imaging. MRI was performed at 7T Bruker Biospec Avance
III using a volume transmit/surface receive coil combination. The anaesthetized
animal (1.5% isoflurane in air) was placed in heated cradle whose temperature was
regulated at 37 °C. T2-weighted spin-echo images (TR/TE = 5,000/42 ms, field of
view =25 x 25 mm?, slice thickness = 0.6 mm, 29 slices) were obtained across

the entire brain (from the cerebellum to olfactory bulb). The scan duration was
11 min/animal. Subsequently, the following contours were manually delineated on
the T2-weighted images: brain, ventricles.

Diffusion tensor imaging. DTI experiments were carried out with the same MRI
equipment. The DTI technique is based on water diffusion measurements in
different spatial directions to assess the medium anisotropy. The FA parameter is
derived from DTI measurements and describes voxel by voxel, the rate of aniso-
tropy of water mobility that can be free or restricted in a given spatial direction. In
GM and ventricles, water molecules diffuse without preferential direction and the
FA value tends toward 0 while in white matter the FA value tends towards 1
describing a high medium anisotropy. Indeed water diffusion is free along fibre
bundles (maximal diffusivity) and restricted perpendicularly (minimal diffusivity).
Technically, adult WT and MAP6-KO mice were perfused transcardially with

Figure 7 | MAP6 protein is involved in the Sema3E signalling pathway. (a) Immunoprecipitation of MAP6-E-GFP and Sema3E receptor proteins. HEK
293T17 cells were transfected with MAP6-E-GFP, VEGFR2, Plexin D1 or Neuropilinl cDNAs. Immunoprecipitation was performed using a polyclonal anti-
PIxD1 antibody. In control experiments, Plexin D1 ¢cDNA was omitted. (b) Immunoprecipitation of endogenous MAP6-E from subicular neurons using an
anti-MAPG6 23N antibody. (€) Rescue experiments on MAP6-KO neurons by MAP6-E-GFP constructs and Sema3E response. Schematic representation of
MAP6-E-GFP, MAP6-E-AMnAMc-GFP, MAP6-E-AMc-GFP, MAP6-E-AMn-GFP and MAP6-E-APRD3g.57-GFP constructs. Values correspond to mean
axonal length and were normalized to 100% for values obtained in control conditions (GFP without Sema3E). All quantifications have been repeated at least
three times using independent neuronal cultures yielding consistent results (number of neurons>70 in all conditions). Error bars, s.e.m. **P<0.07;
***P<0.001 Student's t-test. (d) Immunablot analysis of synaptosomal proteins eluted from glutathione-Sepharose columns containing GST or GST fused
to SH3 domains from intersectin (ITSN1/SH3A-E domains), PLC-y1, cSrc, and p85/PI3K. The blot was stained with Ponceau red and probed with 23N
antibody. (e) Immuncblot analysis of postnatal brain proteins eluted from glutathione-Sepharose columns containing GST and GST-MAP6 LNt fragment
containing the PRD35.57 domain. Blots were stained with Ponceau Red and probed with anti-p85 or anti-intersectin antibodies. (f) Immunolabelling, using
anti-phospho-Akt antibodies, of subicular neurons treated 15 min with 10 nM of Sema3E. Histogram shows the relative immunoflucrescence signal of
phospho-Akt staining within axons and growth cones (number of neurons> 60). Error bars, s.e.m. ***P<0.001.
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saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA) and imaged in an animal bed with  diffusion-weighted images were acquired with a b-value of 1,000 s mm? and applied

ear bars and bite bar head fixation. Ex vivo diffusion-weighted images were along six different orientations: [110], [1-10], [011], [01-1], [101] and [-101]%%. The
acquired with a spin echo sequence in which two identical diffusion gradients were  reference image was acquired with b around 50 s mm?. All images were acquired in
applied with a duration of A =4ms, and a separation time A =10 ms. The a field of view of 15 mm x 15mm and a matrix of 256 x 256 leading to an in-plane
repetition time and echo time were set to 2,000 and 35 ms, respectively. Six spatial resolution of 59 tm x 59 pm. Seven contiguous coronal slices of 0.7-mm
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thickness positioned between — 3.2 and 2.7 mm of the Bregma were acquired.
Twelve signal averages were used for a total imaging time of &~ 12h, All DTI maps
pixels by pixels (diffusivity, FA, colour maps, FA-weighted colour maps) were
obtained using in house software written in Matlab (The MathWorks, Natick, MA).
The ROIs (regions of interest) were carefully delineated on FA-weighted colour
map on the basis of histology images guided by the paxinos atlas of mouse brain®.

Brain histology. Brains from adult C57BL6/129SvPas and C57BL6/129SvPas/
Thy1-eYFP mice were fixed by transcardiac perfusion of a 4% PFA solution. Brains
were extracted and stored in the same fixative solution at 4 °C. Brains were sliced at
30 pm using vibratom (Leica, VT1000S) and mounted on Superfrost plus slides
(Menzel-Gldser). Coronal sections and transversal sections with a cutting angle of
30° from C57BL6/129SvPas/Thyl-eYFP mice were stained with Nissl Neurotrace
stain (Invitrogen) and observed with stereoscopic microscope (Nikon, AZ100M)
and with confocal microscope (Zeiss, LSM 710). Coronal sections of C57BL6/
129SvPas mice were stained using the gold method®® and counterstained with
cresyl violet. For the evaluation of subicular neuronal density, coronal section of
Thyl-eYFP mice was immunostained with an NeuN antibody and eYFP-positive
cells were quantified using an homemade Image] macro. In brief the dorsal
subiculum ROI was drawn using the NeuN staining image and the eYFP local
maxima intensity signal was detected after application of a bandpass filter. All the
neuroanatomical abbreviations in this study were from ref. % except for pre-f,
precommissural fornix; pf, postcommissural fornix, cf, column of the fornix; PVH,
paraventricular hypothalamic nucleus; AHN, anterior hypothalamic nucleus. All
morphometric measures were performed using Image] software.
Immunohistofluorescence on E18.5 using L1-CAM (Millipore; 1:2,000) and
Nrpl (R&D system; 1:200) and anterograde Dil tracing of the fornix were carried
out with small crystals of lipophilic tracer Dil placed in the dorsal hippocampus.

Lentiviral axonal tracing. Lentiviral vectors encoding the green fluorescent pro-
tein (GFP) was produced in 293T cells by transient calcium phosphate precipita-
tion of a 4-plasmid system (packaging construct pCMVDR-8.92; pRSV-Rev
plasmid, plasmid encoding the VSV-G envelop pMD.G; SIN-W-PGK-GFP transfer
vector). In brief, the VSV-G pseudo-typed HIV-1 vector was concentrated by ultra-
centrifugation and resuspended in PBS with 1% bovine serum albumin. The viral
particle content was determined by p24 antigen enzyme-linked immunosorbent
assay (RETROtek; Gentaur, Paris, France). The batches were stored at — 80°C
until use. Concentrated viral batch were thawed on ice and resuspended by
vortexing and repeated pipetting and diluted to a concentration of 490 ng p24
antigen/pl. Mice received a total volume of 0.75 pl of the vector preparation,
administered at a rate of 0.2 ul min', injected stereotaxically into the dorsal
subiculum of adult WT and KO mice at the following coordinates (mm) ante-
roposterior (AP), mediolateral (ML) and dorsoventral (DV) relative to Bregma
AP/ML/DV: —3.3/1.55/ — 1.8 and 3.2/1.5/ — 1.65, respectively. After 2 weeks,
brains were removed after intracardial perfusion of 4% PFA, sliced at 30 um
using vibratom (Leica, VT1000S) and mounted on Superfrost plus slides
(Menzel-Gliser). Saggital sections were stained with Nissl Neurotrace stain

(Life Technologies) and observed with a confocal microscope (Zeiss, LSM 710).

Plasmids and expression of recombinant proteins. MAP6-E corresponds to
amino acids (aa) 1-614 of NP_058900. EGFP-tagged MAP6-E constructs were
fused to a C-terminal EGFP, using plasmid pEGFP-N1 (Clontech), with the fol-
lowing modifications: AMn = deletion of aa 124-138 +aa 161-171 + aa 527-541;
AMc = deletion of aa 226-451; APRD39-57 = deletion of aa 39-57; AMn3 =
deletion of aa 527-541. LNt refers to aa 1-225. GST-LNt refers to LNt fused to a
N-terminal GST, using plasmid pGEX-6P-1 (GE Life Sciences). GST-tagged
intersectin-SH3 A-E constructs were kindly provided by Peter McPherson (McGill
University, Canada). GST-tagged cSrc-SH3 (aa 81-142, rat sequence) was sub-
cloned to pGEX-4T-1. GST-tagged p85-SH3 (aa 1-79, mouse sequence) was sub-
cloned into a pGEX-2T vector. GST-tagged PLCy-SH3 (aa 790-852, rat sequence)
was subcloned into pGEX-6P-1. GST constructs were transformed into Escherichia
coli strain JM109 by heat shock and the expressed recombinant proteins were
bound to glutathione (GSH)-sepharose beads according to the manufacturer’s
instructions (GE Healthcare).

Electron microscopy. Mice were fixed by perfusion and fornix as well as corpus
callosum were dissected before being quickly immersed in fixative (2% PFA and 2%
glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer). Samples were then post-fixed with 1%
osmium tetroxide, stained in 1% uranyl acetate and dehydrated in ethanol before
being embedded in epoxy resin (Fluka). Ultrathin sections of the sample (60 nm)
were stained with uranyl acetate and lead citrate before being viewed under a
transmission electron microscope at 80 kV (JEOL 1200EX). Images were taken with
a digital camera (Veleta, Olympus) and morphometric measurements were done
with iTEM software (Soft Imaging System).

Production and binding of Sema3E-AP, in situ hybridization. HEK293T cells
were transfected with the Sema3E-AP vector or empty pAPtag-5 vector as control,
using a calcium phosphate kit (LifeTechnologies). After 3 days of culture in

14

Opti-MEM serum-free medium (Gibco), the supernatant was collected and con-
centrated using Centricon filters (Millipore). AP activity was measured using
SIGMAFAST™ p-nitrophenyl phosphate tablets (Sigma Aldrich), as per the
manufacturer’s instructions. Sema3E-AP binding experiments on tissue sections
and in situ hybridization were performed on 20 mm cryostat sections from WT and
MAP6 KO E17.5 embryos®, PlexinD1 probe was generously provided by Mark

Tessier-Lavigne.

Neuron analysis. Brains from WT and KO MAPS littermate embryos
(E17.5-18.5) were dissected to the ventrolateral cortex and the subiculum.

Tissue pieces were dissociated and plated onto polylysine/laminin-coated four-well
plates (Nunc) in Neurobasal medium supplemented with 1 mM glutamine, 1:50
B27 (GIBCO), and control AP or Sema3E-AP supernatants. In some experiments,
neurons were electroporated with a GFP-pCAGGS vector alone or together with
MAP6-E cDNA or different siRNAs (100 pmol). Efficient knockdown of MAP6
was obtained using Stealth RNAi (Invitrogen), siRNA1 sequence 5'-GCG AGU
ACA GUA AGC AGC UCU UAC A-3’ (siRNA1) and 5'-CCA AUA AGC CCA
GUG CAG CGG ACA A-3' (siRNA2). In some experiments, neurons were elec-
troporated with control GFP and GFP-MAP6-E full-lenght or GFP-MAP6 deletion
mutants. After 24 h in vitro, cultured cells were fixed and immunostained with an
anti-tubulin antibody®” and labelled with Texas Red-X Phalloidin (1:1,000,
Invitrogen). Quantification of axonal growth on cortical and subicular neurons in
the presence or in the absence of Sema3E was performed by morphometric
measures obtained using Image] software. Rescue experiments were obtained
after transfection of MAP6 constructs in subicular neurons at plating using
Amaxa transfections. Quantification of receptors and signalling protein expression
was performed using anti-Neuropilin, goat anti Plexin DI, goat anti-VEGFR2
(R&D Systems) and anti-phosphoY1175-VEGFR2, anti-phosphoS$473-Akt (Cell
Signaling Technology).

Co-culture experiments. To produce aggregates of Sema3E-expressing cells,
HEK293T cells were trypsinized 4-6h after transfection with the AP-Sema3E
vector and resuspended in 0.2 ml of culture medium (DMEM-GlutaMAX (Gibco),
heat-inactivated fetal bovine serum (1:10), 1 mM Sodium pyruvate, 100Uml !
Penicillin-streptomycin) per 60-mm well. Drops of the cell suspension were
placed onto the lids of 35 mm dishes, which were inverted and incubated over
culture medium for 16 h. Clusters of AP-Sema3E-expressing Hek293T cells were
placed on glass coverslips together with explants of subiculum from E17.5 WT or
MAP6-KO mouse embryos, and embedded in 15 pl of chicken plasma (Sigma)
coagulated with 15 pl of thrombin (0.2 mgml ~!, 20 NIHU ml ~ ! Sigma). The
co-cultures were incubated in neurobasal medium supplemented with 1 mM
glutamine, B27 (GIBCO) (1:50) for 2 days at 37 °C, 5% CO, in a humidified
incubator. After fixation in 4% PFA, axons were immunostained with mouse
anti-tubulin antibody (Sigma T9026, 1:1,000) and donkey anti-mouse Alexa Fluor
568 secondary antibody (Life Technologies A10037, 1:500). The guidance effect
was quantified by calculating the P/D Ratio, where P and D represent the length of
axons extending in the quadrants proximal and distal to the HEK 293T cell
aggregate, respectively. Therefore, a P/D ratio of 1 indicates no bias towards or
away from the source of Sema3E.

Biochemical experiments. For Immunoprecipitation experiments, HEK-293 T17
(ATCC) cells were transfected with VEGFR2 and/or PlexinD1 and/or Neuropi-
lin1% and/or MAP6-E-GFP ¢DNAs using a calcium phosphate kit
(LifeTechnologies). One day after transfection, cells were scraped with lysis buffer
(20 mM Tris, I mM EGTA, 1 mM EDTA, 5mM NaF, | mM DTT, 0.27 M sucrose,
0.5% Triton X-100, pH 7.2) in the presence of protease inhibitors (Complete
Cocktail tablets, Roche). After centrifugation of the cell lysate at 12,000 g for 20 min
at 4 °C, the supernatant was diluted 3 x with buffer C (2% glycerol, 10 mM
Tris-HCL pH 7.5) and incubated for 4 h at RT with 20 pug Rabbit anti-MAP6 23N
or 10 pg Goat anti PlexinD1 (R&D Systems) or 10 pg Goat anti Neuropilin (R&D
Systems) or 10 il Rabbit anti VEGFR2 (Cell Signalling). Complexes were
precipitated by 35 pl Dynabeads Protein G- (Life Technologies) for 40 min at RT.
The immunoprecipitates were washed successively with buffer A (0.2% NP-40,
150 mM NaCl, 2mM EDTA, 2% glycerol, 10 mM Tris-HCL pH 7.5) buffer B (0.2%
NP-40, 500 mM NaCl, 2mM EDTA, 2% glycerol, 10mM Tris-HCL pH 7.5) and
buffer C. Complexes were separated by electrophoresis, blotted and revealed using
the following antibodies: Rabbit anti-VEGFR2 (1/4,000, Cell Signaling), goat anti-
PlexinD1 (1/1,000, R&D Systems), goat anti-Neuropilin (1/1,000, R&D Systems),
rabbit anti-GFP (1/1,000 Life Technologies). Similar immunoprecipitates protocol
was performed using subicular neurons grown for 3 days in vitro and using 23N
rabbit polyclonal antibody against MAP6%®. For pull-down experiments, brain
lysates were incubated with the GSH-sepharose beads (GE Healthcare) coated with
GST recombinant proteins and bound proteins analysed by western blot.

Statistical analysis. Statistics were performed using the Prism 5.0 software
(GraphPad Software) using tests as indicated in each figure.
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Supplementary Figure 1. The integrity of myelin sheaths is not affected in MAP6 KO
mice
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(A) Representative ultrastructural images of cross-sectioned axons within the corpus callosum
from WT and KO mice.

(B) Quantifications of myelin sheath thickness, axon area and axon perimeter. Values are
given as means + SEM for five animals per genotype (n > 40 axons measured per animal). No
significant statistical differences were found between WT and KO using the Student’s t test.
Scale bar: 500 nm.
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Supplementary Figure 2. MAP6 deletion results in the absence of the post-commissural
fornix without obvious modification in subicular neuronal population

A B NeuN eYFP Merge

(A-C) Coronal sections of hippocampal formation from adult WT/Thy-eYFP-H and MAP6
KO/Thy-eYFP-H. The dorsal subiculum (DS) shown in the diagram of Bregma -2.80mm
section (A) was delimited on NeuN immunolabeling slice (B, dashed ROI). The density of
eYFP subicular neurons in WT and MAP6 KO dorsal subiculum was quantified and the
results shown in (C). No significant difference was observed between genotype (n=5 animals
for each genotype). Scale bar 400um. (D-G) Fluorescence in WT/Thy-eYFP-H and MAP6
KO/ Thy-eYFP-H mice for 4 identical coronal sections. In the sagittal diagrams, the fornix
and the post-commissural fornix are indicated in red. The green line indicates the coronal
plane (Bregma value in mm). The position of microscopic field appears in insets. Scale bar
200pm.

Abbreviations: P, presubiculum; S, subiculum; DS, dorsal subiculum; cc, corpus callosum;
DG, dentate gyrus; CAl, ammon’s horn 1; cf, column of the fornix; pf, post-commissural
fornix; ac, anterior commissure; st, stria terminalis; fi, fimbria; mcht, medial
corticohypothalamic tract; Re, reuniens thalamic nucleus; PVH, paraventricular hypothalamic
nucleus; AHN, anterior hypothalamic nucleus; fr, fasciculus retroflexus; MM, medial
mammillary nucleus medial part; LH, lateral hypothalamic area.



Supplementary Figure 3: MAP6 is necessary for the development of the post-
commissural fornix.
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(A-C) Coronal sections of E18.5 WT and MAP6 KO brain double-immunostained with anti
L1 CAM and neuropilinl (Nrpl). For each panel, a sagittal diagram shows the projection
stack of post-commissural fornix in red and a grey line indicates the level of coronal section.
The position of the major neuronal tracts was indicated on a coronal diagram and the dashed

square indicates the position of microscopic field. The fornix is indicated in red. Scale bars,
300 pm.

Abbreviations: cf, column of the fornix, pf, post-commissural fornix; .ac, anterior
commissure; fi, fimbria; sm, stria medularis; st, stria terminalis; mt, mammillary tract; fr,
fasciculus retroflexus.
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Supplementary Figure 4. Expression of MAP6 proteins.
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(A) Western blot of total protein from mouse brain homogenate (WT brain and MAP6 KO
brain), cell extracts from mouse neuroblastoma Neuro-2A (N2A) and in vitro cultured
subicular and cortical neurons (3 days of culture), blotted with MAP6 23N antibody.

(B) Western blot of crude extracts of cultured N2A cells treated for 48 h with MAP6 siRNA1,
MAP6 siRNA2 and negative control siRNA (CTL), blotted with MAP6 23N antibody and
with o-tubulin antibody (a-Tub). Both siRNAs induce a strong reduction of MAP6-E

expression.



Supplementary Figure 5: MAP6 and Sema3E cooperate in vivo during fornix formation.

Nrp1 immunostaining

-

(A) Sagittal diagram showing the projection stack of post-commissural fornix in red. Grey
lines indicate the level of coronal section through the fornix to the hypothalamus of P1 from
WT, Sema3E heterozygous (Sema3E™), MAP heterozygous (MAP6") and double
Sema3E/MAPG6 heterozygous (MAP6”" Sema3E ™) mice.

(B) Brains coronal sections after immunolabelling with anti Nrpl antibody. As compared to
WT, the formation of the fornix is strongly delayed in double heterozygous MAP6™
Sema3E"" animals. Scale bars, 100 pm.
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(C) Quantifications of the caudal extension of the post-commissural fornix from the anterior
commissure (Oum) to the mammilary body (+1800 um), for each genotype. In WT the fornix
is visible in all sections (6/6 animals). In Sema3E”/MAP6"" animals the fornix was visible at
900 uM from the anterior commissural in 5/5 animals but only in 1/5 animal at 1500um and
in 0/5 animal at 1800pM. A milder phenotype was observed for single heterozygous MAP6 ™"
and Sema3E """ animals; the fornix was visible on 3/4 and 4/5 at +1800um.

(D) Analysis of the fornix using WT/Thyl-eYFP-H and MAP6"/Sema3E"/Thy1-eYFP-H
P21 mice in sagittal slices with a cutting angle of 30°. In double heterozygous MAP6™
Sema3E"" brains, the fornix is strongly defasciculed in the terminal part of the post-
commissural fornix (arrows). Scale bars, 500 pm.
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Supplementary Figure 6: Full blots from main Figure 7A
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Lanes 2 and 6= Lysat of HEK cells transfected
A | with VEGFR2 + MAP6-E-GFP + Neuropilin +
PlexinD1
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Lanes 3 and 7= IP PlexinD1 from Lysat 1 and 5
Lanes 4 and 8 = IP PlexinD1 from Lysat 2 and 6

A = Immunoblot o. VEGFR2

D . o F B=Immunoblot o. GFP (MAP6)
E = Immunoblot o PlexinD1

F = Immunoblot o. Neuropilin

Bands from ECL revelation in numbered lanes correspond to Figure 7A
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Supplementary Figure 7: MAP6 interacts with Sema3E tripartite receptor components

and p85/PI3 kinase
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(A) HEK 293T17 cells were transfected with MAP6—-E-GFP, VEGFR2, Plexin D1 and
Immunoprecipitation was performed using polyclonal anti-Nrpl
antibody. PIxD1, VEGFR2 and MAP6 were found co-immunoprecipitated with Nrpl. In
control experiments, Nrpl cDNA was omitted.

(B) Immunoprecipitation of MAP6-E-GFP and Sema3E receptor proteins. HEK 293T17 cells
were transfected with MAP6-E-GFP and either VEGFR2, PlexinD1 or Neuropilinl cDNAs.

Neuropilinl cDNAs.
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MAP6 co-immunoprecipitated individually with PIxD1, VEGFR2 and Nrp 1.

(C) Immunoprecipitation of endogenous MAP6-E and —N from subicular neurons using anti-
MAP6 23N antibody. Endogenous Nrpl was found immunoprecipitated with MAP6 proteins.

(D) HEK 293T17 cells were transfected with MAP6—E-GFP and immunoprecipitated using
anti GFP antibody. Endogenous p85/PI3K was found in the immunoprecipitated.
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Supplementary Figure 8: Subcellular localization of MAP6-E-GFP constructs in NIH-

3T3 cells
A Expression of MAP6
constructs
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(A) Western blot analysis showing the expression of MAP6 constructs after transfection in
subicular neurons.

(B) Subcellular localization of MAP6-E (upper panel), MAP6-E-AMnAMc (middle panel) and
MAPG6-E-A PRDso.4> fused with GFP in transfected NIH-3T3 cells. Cells were transfected
using Lipofectamine 2000, fixed 18 h after transfection for 25 min with PFS (4%
paraformaldehyde, 4% sucrose), permeabilized 3 min with PBS 0.2% Triton X-100, incubated
with an anti tubulin antibody for 45 min in PBS-Tween 0.2% and with secondary antibodies
for 40 min. Cells were analyzed with a confocal microscope LSM 710 (Zeiss). The deletion
of Mc and Mn microtubule binding domains of MAP6-E suppress it association with the
microtubular network to favor Golgi and membrane localization.
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Discussion et perspectives
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Au cours de cette these, j’ai étudié au niveau biologique et comportemental, les effets
d’une cure d’ECS chez les souris KO MAP6, un modéle animal pertinent pour I'étude de
certaines composantes de la physiopathologie des maladies psychiatriques. Pour le traitement
des épisodes dépressifs majeurs, chez I’homme I’efficacité et la rapidité d’action de I’ECT
sont reconnues de tous. Cependant les mécanismes d’action responsables des effets
bénéfiques de ’ECT ne sont pas totalement élucidés, ce qui contribue a discréditer cette
thérapie. Identifier les mécanismes biologiques qui sous-tendent les effets thérapeutiques des
ECT permettrait d’améliorer ce traitement quant a son délai d’efficacité et sa tolérance mais
aussi son image aupres des patients et des familles.

Des études chez les rongeurs tentent d’identifier ces mécanismes. Cependant les
résultats n'ont pas permis de tirer des conclusions claires, possiblement du fait que de
nombreuses études utilisent des animaux sains ou des modélisations animales dans lesquelles
les altérations biologiques et comportementales ont été induites de maniere aigué et/ou
focales. Les résultats ainsi obtenus peuvent ne pas étre sous-jacents aux symptémes
dépressifs. De plus les corrélations entre le décours des changements biologiques et les
améliorations comportementales sont impossibles.

Nous avons ainsi développé I'étude des effets des ECS avec la souris KO MAP6, qui
présentent des altérations comportementales et biologiques constitutives associées a la

dépression, permettant I’analyse dans le temps des effets d’une cure d’ECS.

Effets comportementaux des ECS administrés aux souris KO MAPS6.

Dans notre étude, nous avons montré que 1I’administration d’ECS répétée aux souris KO
MAP6 améliorait les troubles comportementaux associés a la dépression et I’anxiété, dans le
test de « novelty supressed feeding » (NSF), I’interaction sociale et la nage forcée (FST). De
plus nous avons pu observer une perte de I’amélioration comportementale suite aux ECS,
comme ce qui peut étre observé chez I’Homme. Il est également intéressant de noter que la
cinétique des effets comportementaux est variable en fonction du comportement analysé.
Tous ces résultats montrent que notre modele est pertinent pour 1’étude des effets du

traitement.

Effets des ECS sur la neurogénése adulte hippocampique
Parmi I’étude des mécanismes biologiques potentiellement impliqués dans les effets des
ECS, nous avons orienté notre étude sur 1’analyse des mécanismes de plasticité cérébrale et

plus particulierement sur les phénomenes de neurogénése adulte hippocampique. Depuis
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plusieurs années, la neurogénése adulte a été de plus en plus étudiée pour sa possible
implication dans la physiopathologie de la dépression ainsi que dans les effets bénéfiques des
antidépresseurs. Elle a tout d’abord été suggérée comme impliquée dans les causes
biologiques de la dépression, de par I’observation de sa dérégulation aprés 1’exposition a un
stress (Gould et al.,, 1997; Malberg and Duman, 2003; Chu et al., 2016), le facteur
environnemental décrit comme le plus important dans la physiopathologie de la dépression
(Paykel, 2003; Charney and Manji, 2004). Ceci a été conforté par 1’observation d’une
altération de la neurogénese adulte dans un modéle induit de dépression, le modele CORT
(Murray et al., 2008; David et al., 2009). Cependant 1’inhibition de la neurogénése adulte chez
les rongeurs n’a pas systématiquement entrainé une altération du comportement de type
dépressif des animaux (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2011).

Plus récemment, le développement de techniques modulant directement la neurogénése
adulte a permis de réexaminer les relations entre la neurogénese adulte hippocampique et le
comportement de type dépressif. Plusieurs études ont montré I’implication de la neurogénése
adulte dans les effets comportementaux des antidépresseurs (Santarelli et al., 2003; Wang et
al., 2008; David et al., 2009; Surget et al., 2011). Par exemple, I’inhibition de la neurogénése
adulte par irradiation induit 1’abolition des effets bénéfiques de la fluoxétine, un des
traitements de choix de la dépression (Santarelli et al., 2003). Ceci a tres récemment été
observé suite aux ECS répétées (Schloesser et al., 2015). Au cours de ma thése, une étude a
montré la nécessité d’une neurogénése adulte fonctionnelle pour obtenir des effets bénéfiques
d'une cure d’ECS dans le modéle CORT. En effet, lorsque la neurogénése adulte est inhibée,
il n’y a plus de restauration des défauts comportementaux suite aux ECS répétés (Schloesser
et al., 2015). Ces résultats étayent I'nypothése de I’implication de la neurogénése adulte
comme base de I'amélioration comportementale induite par les ECS. Cependant, aucune étude
n’avait montré une corrélation entre I’amélioration comportementale suivie d’une rechute
apres 1’administration des ECS, et les modifications en paralléle de mécanismes biologiques.
Un de nos objectifs a donc été de tenter de faire des corrélations entre les comportements
(mesure de I’état « dépressif ») et le statut des différentes étapes de la neurogenese adulte
hippocampique. Ainsi dans notre travail, nous avons observé en accord avec les précédentes
études (Madsen et al., 2000 b; Malberg et al., 2000; Yanpallewar et al., 2012), une
augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux des les premiers jours suivant la
fin d’une cure d’ECS. Cependant, chez la souris dans le mécanisme de neurogénése adulte
hippocampique, depuis la prolifération du progéniteur a 1’intégration du nouveau neurone, au

moins 4 semaines sont nécessaires. L’augmentation de la prolifération des progéniteurs post-
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cure ne peut donc pas expliquer les effets bénéfiques comportementaux trés rapides des ECS.
C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a 1’effet d’une cure d’ECS sur la survie de la
population neuronale agée de 4 semaines de développement a la fin de la cure, et donc agée
de 2 semaines en début de traitement. Cette population était particulierement intéressante a
étudier car des travaux antérieurs indiquaient I’existence d’une période critique autour de la
deuxieme semaine de développement des nouveaux neurones, semaine durant laquelle la
modulation de la neurogénése par I’enrichissement environnemental (EE) ou 1’apprentissage
permettait une survie plus élevée (Tashiro et al., 2007; Bergami et al., 2015). Nous avons
montré que les ECS augmentaient le taux de survie de cette population de nouveaux neurones
et a notre connaissance c’est est la premiére fois que cela est rapporté. En effet, comme décrit
ci-dessus plusieurs études montraient que 1’effet comportemental des antidépresseurs ou
encore des ECS dans le test du NSF était dépendant de la neurogénése adulte mais 1’étape de
la neurogénése pouvant étre responsable des effets bénéfiques n’avait pas été analysée. Dans
notre cas, le protocole d’injection que nous avons utilisé a permis de montrer qu’une cure
d’ECS stimule la survie d'une population cellulaire dont la prolifération a débuté 15 jours
avant le traitement, et qui ne prolifere plus durant I’application des ECS répétées. Ainsi I’effet
des ECS que nous observons ici semble directement lié a une stimulation du taux de survie et
donc de I’intégration de ces nouveaux neurones. Nous montrons également que la différence
de survie entre les souris traitées ECS et traitées sham est maintenue jusqu’a 40 jours apres la
fin de la cure, et que ce traitement n’empéche pas la décroissance du nombre de neurones au
cours du temps. Ainsi, malgré un effet positif sur I’intégration des nouveaux neurones durant
la cure, une fois la cure terminée, le taux de mort des nouveaux neurones n’est pas modifié
par le traitement par ECS. En effet aprés la fin de la cure, la différence de neurones entre les
animaux traités sham et les animaux traités ECS reste constante au cours du temps. Cette
observation suggére que les ECS ont un effet bénéfique durant le traitement qui ne perdure
pas, ce qui pourrait expliquer la rechute.

Si I’on analyse en parallele les résultats de la survie des nouveaux neurones et les
améliorations comportementales, nous observons qu’une différence significative du nombre
de nouveaux neurones est toujours présente entre les souris KO MAPG6 traitées ECS et les
souris KO MAPG6 traitées sham, alors que nous n’avons plus d’amélioration comportementale
dans le test du NSF. Malgré la différence toujours significative, le nombre de nouveaux
neurones encore présents étant faible, nous pensons qu’il n’y a plus suffisamment de neurones
pour maintenir 1’effet bénéfique des ECS. Ainsi, il existerait un seuil du nombre de nouveau

neurone nécessaire a I’effet comportemental.
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Nous avons montré, en cohérence avec d’autres études, qu'un traitement d’ECS augmente
la prolifération des progéniteurs neuronaux. Cependant, depuis la prolifération, le nouveau
neurone nécessite 4 semaines avant d’étre mature et intégré, ainsi 1’augmentation de la
prolifération des progéniteurs durant I’application de la cure ne peut pas participer a
I’amélioration comportementale que nous observons. On peut néanmoins supposer qu’ils
pourraient avoir un role lors de la continuation du traitement par ECS. En effet, chez
I’Homme, des ECT de continuation, qui consistent a administrer une seéance réguliérement
apres la fin de la cure (1 séance toutes les semaines puis toutes les deux semaines) sont
administrées, dans le but de maintenir les effets de la cure. On peut émettre 1’hypothése que
I’administration de la cure d’ECS augmente la survie des neurones en cours d’intégration
mais augmente aussi la prolifération des progéniteurs, et que des séances de continuation des
ECS permettrait aux nouveaux neurones (issus du pool de progéniteurs stimulés par la cure
ECS) de s’intégrer correctement dans le circuit préexistant permettant ainsi un maintien
possible des effets bénéfiques des ECS. Pour tester cette hypothese, nous pourrions injecter de
I’EdU durant le début de la cure d’ECS, afin de marquer les progéniteurs proliférant durant
cette période puis analyser I’effet d’ECS de continuation sur la survie et I’intégration de ces

nouveaux neurones issus de 1’augmentation de la prolifération des progéniteurs durant la cure.

Meécanismes biologiques et comportement

Les résultats de Schloesser et ses collegues (Schloesser et al., 2015), montrent que la
neurogéneése adulte est impliquée dans les effets comportementaux des ECS pour le NSF et
les comportements de toilettages. Nous avons montré que [’augmentation du taux
d’intégration des nouveaux neurones semble €tre responsable de ses effets.

Dans les autres tests de comportements que nous avons réalisés (FST et interaction
sociale), nous observons un décours temporel trés différent de celui du NSF, avec une perte
des effets comportementaux plus précoce. Les effets comportementaux des ECS dans ces tests
pourraient étre médiés par des mécanismes indépendants de la neurogénese, comme cela a été
montré pour les mécanismes d’action de la fluoxétine. En effet, une étude a observé que la
délétion de la neurogénese adulte n’induisait pas ’abolition des effets bénéfiques de la
fluoxétine dans tous les tests de comportements réalisés, notamment celui de la nage forcée
(David et al., 2009). Ainsi, la différence de décours temporel des effets comportementaux des
ECS dans les trois tests que nous avons réalisés peuvent s’expliquer par I’implication de
différents mécanismes biologiques pour chaque comportement. Les effets que nous observons

pour le NSF seraient dépendants d’une augmentation de la neurogénése adulte
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hippocampique, alors que les effets dans le FST et le test d’interaction sociale pourraient étre
médiés par d’autres modifications biologiques.

Nos résultats comportementaux montrent la possibilité de suivre dans le temps 1’évolution
des effets comportementaux et biologiques chez les souris KO MAP6. Ainsi, les souris KO
MAP6 sont un bon modele permettant d’analyser le décours temporel des modifications
comportementales parallelement aux modifications de mécanismes biologiques, d’un

traitement.

Cibles moléculaires des ECS

Le BDNF est un régulateur important de la neurogénése adulte hippocampique
(Scharfman et al., 2005; Bergami et al., 2009; Taliaz et al., 2010), et souvent décrit comme
modifié suite aux ECS (Nibuya et al., 1995; Smith et al., 1997; Zetterstrom et al., 1998; Altar
et al.,, 2003; Newton et al., 2003; Li et al., 2006, 2007). De plus, la délétion dans les
progéniteurs neuronaux adultes,du récepteur au BDNF: TrkB, bloque la réponse aux
antidépresseurs, montrant indirectement I’implication du BDNF dans les effets des traitements
de la dépression (Bergami et al.,, 2008). Nous avons analysé si les ECS modifiaient
I’expression du BDNF dans I’hippocampe des souris KO MAP6 et montré que 1’expression
du BDNF est augmentée dans I’hippocampe des souris KO MAP6 aprés 1’administration
d’ECS répétées paralléelement a une amélioration comportementale rapide apres la fin de la
cure.

La relation entre les taux de BDNF et les améliorations comportementales reste
controversée. En effet, une étude a montré que 1’augmentation du BDNF dans 1’hippocampe
n’était pas nécessaire aux effets comportementaux des ECS. Dans cette étude malgré
I’inhibition de 1’expression du BDNF dans I’hippocampe, les effets comportementaux des
ECS sont maintenus dans les tests comportementaux utilisés, a savoir le FST et le test de
préférence au sucrose, mesurant 1’anhédonie (Taliaz et al., 2013). Dans cette étude les effets
comportementaux des ECS mesurés par ces tests ne seraient donc pas dépendants du BDNF.
Cependant, il est possible que d’autres améliorations comportementales comme celles
mesurées dans le NSF, puissent étre elles dépendantes du BDNF. Dans notre étude, il serait
intéressant d’analyser I’expression du BDNF a différents temps apres la fin de la cure dans le
but d’éventuellement observer une corrélation entre les modifications d’expression du BDNF

et les modifications comportementales.

151



Pour identifier de nouvelles pistes moléculaires responsables des effets bénéfiques des
ECS ainsi qu’une possible piste sur les origines moléculaires de 1’induction de la neurogénése
adulte par les ECS, nous avons réalisé une analyse des protéines pouvant étre modifiées suite
a ce traitement. Des modifications du taux de protéines entre les souris KO MAP6 traitées
ECS par rapport aux souris traitées sham ont été observés, cependant ces variations sont trop
faibles pour étre considérées comme réellement dues au traitement. Les échantillons issus de
cerveau total et/ou d'hippocampe ont été préparés a partir de trois animaux distincts et ont été
analysés chacun par trois experiences indépendantes. L'ensemble des données montre une trés
bonne homogénéité dans les résultats et I'analyse statistique a été effectuée sur I'ensemble de
ces données. Les études de protéomiques différentielles ne sont pas toujours effectuées avec
la méme rigueur et conduisent a l'identification de variations peu fiables. Une autre étude a
analyser le protéome de 1’hippocampe suite a I’administration d’un traitement ECS, dans des
animaux naifs. 1ls donnent une liste de protéines variant (protéines aux fonctions liées au
cytosquelette, a des mécanismes de plasticité ou au métabolisme mitochondriale), cependant
leur variation est trés faible, similaire a ce que nous trouvons. Il parait étonnant qu’une si
faible variation soit réellement due & un effet du traitement (O’Donovan et al., 2014). Nous
n’observons pas d’augmentation importante des protéines de 1’hippocampe dans notre modele
de pathologies psychiatriques, comme dans 1’étude O’Donovan et ses collégues ont pu
I’observer chez des animaux naifs. Cette observation suggere que les ECS induisent une faible
augmentation générale du systéeme plutdét qu’une forte augmentation d’une voie de

signalisation particuliere.

Des études comparatives entre souris traitées ECS ou sham au niveau des ARNm voir des
mIARN seraient intéressantes. En effet, il a été montré que 1’application d’ECS répétées
induisait une augmentation de I’expression d’ARNm codant pour des facteurs de croissance
tel que le BDNF, le VEGF et le FGF (Newton et al., 2003; Altar et al., 2004). Sachant que
nous avons observé une augmentation de 1’expression hippocampale des ARNm codant pour
le BDNF, il serait intéressant de réaliser une étude plus générale des modifications possibles
d'expression des ARNm, par des techniques de puces. Les modifications épigénétiques et la
régulation par les miARN seraient également intéressantes a étudier dans notre modéle. En
effet, une étude récente a montre une variation du miARN miR-451 suite a un stress, qui est
restauré par 1’administration de traitement de la dépression, dont les ECS (O’Connor et al.,
2013). Une autre étude a également montré une variation des miARN tel que mir-212 lié a la

régulation de I’expression du BDNF suite a I’administration d’ECS (Ryan et al., 2013).
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L'hippocampe ventral comme potentiel médiateur des ECS

Il est de plus en plus mentionné dans la littérature une différence d’expression génique, de
connectivité et de fonction entre I’hippocampe ventral et I’hippocampe dorsal (Fanselow and
Dong, 2010; Kheirbek et al., 2013). De plus, certaines études montrent que le stress et les
traitements antidépresseurs semblaient avoir un effet plus important dans 1’hippocampe
ventral (Tanti and Belzung, 2013; Wu and Hen, 2014). En accord avec ces observations, nous
avons également remarqué que 1’effet des ECS sur la neurogénése adulte semblait plus
important au niveau de 1’hippocampe ventral. Tout ceci suggere que I’hippocampe ventral
serait plus particulierement impliqué dans la régulation des eémotions et les effets des
traitements antidépresseurs. Ceci peut étre mis en relation avec le fait que I’hippocampe
ventral a des connexions particuliéres avec 1’hypothalamus, 1’amygdale, le cortex préfrontal et
le noyau accumbens; zones cruciales pour la régulation des émotions (Canteras and Swanson,
1992; Namura et al., 1994; Fanselow and Dong, 2010). De plus, les connexions avec
I’hypothalamus et I’amygdale sont particuliérement intéressantes de par leur implication dans
la régulation de 1’axe HPA. Une des hypothéses des mécanismes responsables des effets
antidépresseurs "neurogénése dépendant”, est une implication du rétrocontrdle négatif que
I’hippocampe exerce sur 1’axe HPA (Surget et al., 2011). En effet, il a été montré qu’une
inhibition de la neurogénese adulte altérait la réponse de 1’axe HPA au stress et que la
normalisation de I’activité de ’axe par un antidépresseur nécessitait une neurogéneése
hippocampale fonctionnelle (Schloesser et al., 2009; Snyder et al., 2011; Surget et al., 2011).
Ces ¢études ont également montré que I’inhibition de la neurogénese adulte n’altérait pas
I’activité de 1’axe HPA dans un état basal, alors qu'a la suite d'un stress, 1’absence de
neurogéneése induisait une altération de son activité (Schloesser et al., 2009; Snyder et al.,
2011). Ainsi la neurogéneése adulte serait nécessaire a la régulation de I’activité de I’axe HPA
en condition de stress et pour la réponse aux antidépresseurs. A ce jour, aucune donnée n’a
montré I’implication directe des ECS sur 1’axe HPA au travers de la neurogénese adulte.
Sachant que chez I’'Homme, il a ét¢é montré que I’ECT induisait une normalisation de
I’activité de I’axe HPA, qui est suractivé chez les patients dépressifs (Yuuki et al., 2005), il

serait intéressant d’étudier ’activité de cet axe suite aux ECS.

ECS, arborisation dendritique et épines dendritiques
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Les ECS peuvent induire d'autres mecanismes de plasticité neuronale comme la
modification des connexions des nouveaux neurones et plus particulierement 1’unité
responsable de ces connexions, les épines dendritiques. En effet, nous avons dans notre étude
montrée que les ECS restaurent les defauts de densité d'épines dendritiques dans le cortex.
Ainsi, la densité des épines peut étre modifiée par les ECS. Ceci est en accord avec d'autres
travaux qui ont montré que les ECS modulent les épines des nouveaux neurones (Zhao et al.,
2012) ainsi que 1’arborisation dendritique et les épines des neurones matures du gyrus denté
chez des animaux naifs (Yanpallewar et al., 2012; Zhao et al., 2012). C’est pourquoi, nous
avons débuté une analyse de 1’arborisation ainsi que de la densité des épines dendritiques des
nouveaux neurones suite a une cure d’ECS. En effet, la modulation de ses deux aspects de la
morphologie neuronale pourrait médier 1’augmentation de la survie des nouveaux neurones
suite aux ECS. Dans cette analyse, nous observons que 1’arborisation des nouveaux neurones
des souris KO MAPG6 traitées ECS est plus développée que celle des souris KO MAPG traitées
sham. Nous observons également une augmentation de la densité des épines dendritiques dans
la partie distale de I’arborisation dendritique des nouveaux neurones chez les animaux traités
ECS par rapport aux animaux traités sham. De plus, la densité des épines de type
« mushroom », (les épines les plus matures et les plus stables), est fortement augmentée.
Ainsi, les ECS pourraient augmenter la complexité de I’arborisation dendritique, la densité
synaptique dont celle des epines les plus stables, et induirait donc une amélioration des
connexions que recoivent les nouveaux neurones, permettant ainsi d’augmenter leur survie.
Pour valider cette hypothese, nous pourrions étudier suite a 1’administration d’ECS répétées,
les modifications éventuelles des connexions que recoivent les nouveaux neurones. Il a été
montré que ces connexions pouvaient étre augmentées suite a I’enrichissement de
I’environnement (Bergami et al., 2015), qui est connu pour augmenter la neurogénése adulte.
Pour cela, on pourrait utiliser I’injection dans 1’hippocampe de deux types de virus: un
rétrovirus ciblant spécifiquement les nouveaux neurones, suivie de l’utilisation du virus
modifié de la rage capable de cibler les neurones précédemment infectés mais aussi de
transduire au niveau synaptique une protéine marquée ce qui permettrait de visualiser les

connexions afférentes primaires des nouveaux neurones (Deshpande et al., 2013).

Différence d'action des antidépresseurs et des ECS
Les ECS et les antidépresseurs ont des cibles communes et notamment la neurogénese
adulte hippocampique. Mais ces deux traitements ont une forte différence dans la rapidité

d’action. En effet, les ECS sont utilisées majoritairement pour leur action rapide nécessaire
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dans les situations d’urgence. Une possible explication a cette différence de décours temporel
sur la symptomatologie de la dépression, pourrait étre que chaque traitement va moduler la
neurogénese adulte differemment. Les ECS comme les antidépresseurs augmentent la
prolifération des progéniteurs mais il semblerait que seul les ECS soient capables d'avoir une
action directe sur I'intégration des nouveaux neurones permettant d'obtenir I'effet bénéfique de
maniére rapide. Les antidépresseurs quant a eux pourraient n'agir que sur la prolifération et les
neurones nécessitant 4 semaines pour s'intégrer, les effets bénéfiques seraient beaucoup moins
rapides. Ceci revient a dire que I'amélioration fonctionnelle est due a une intégration accrue
de nouveaux neurones dans le circuit préexistant et a une augmentation de l'efficacité de
connexion de ces nouveaux neurones (augmentation du nombre d’épines et de la complexité

de I’arborisation dendritique).

Plasticité synaptique et ECS

Les souris KO MAP6 exhibant un déficit de plasticité synaptique (dus a des défauts de la
transmission glutamatergique), nous avons donc entrepris 1’analyse de cette plasticité suite a
un traitement par ECS. Nous avons observé que les phénomenes de plasticité (LTP et PTP) ne
sont pas améliorés suite aux ECS. Ses résultats peuvent s’expliquer par le fait que
I’administration d’ECT induit des troubles mnésiques chez ’Homme. En effet, la LTP a été
décrite comme le mécanisme moléculaire de la mémoire, ainsi cela pourrait expliquer les
résultats que nous obtenons. Il pourrait étre intéressant d’étudier de nouveau la plasticité
synaptique mais a des temps plus éloignés de la fin de la cure, afin de s’affranchir de ’effet

délétére de la cure qui masquerait les possibles améliorations de la plasticité synaptique.

Conclusion générale.

Pour la premiére fois, notre étude montre que 1’administration répétée d'ECS a des
animaux modeéles de pathologie psychiatrique stimule le taux d'intégration des nouveaux
neurones issus de la neurogénése hippocampique. De plus, nos résultats suggérent que
I’augmentation du taux de nouveaux neurones survivants pourrait passer par une
augmentation de la complexité de leur arborisation dendritique et de la densité d'épines
dendritiques favorisant ainsi probablement une meilleure intégration au réseau environnant.
L’¢étude des connexions de ces nouveaux neurones permettrait de valider ou d’infirmer cette

hypothese.
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Notre étude a également permis de montrer que 1’analyse de la cinétique des effets
bénéfiques d’un traitement peut étre étudiée dans notre modele animal de pathologie
psychiatrique: les souris KO MAP6. De plus, I'étude au laboratoire des fonctions de MAPS,
pourra peut-étre permettre de proposer de nouveaux mécanismes sur lesquels orienter les
recherches des effets moléculaires des ECS. Comme le montre 1’étude présentée dans I’article
2, MAP6 peut étre impliquée dans des mecanismes non liés a ses fonctions microtubulaires,
comme dans la voie de signalisation sémaphorine 3E. Mieux comprendre les fonctions
moléculaires de MAPG6, apportera peut-étre de nouvelles hypotheses des mécanismes

moléculaires impliqués dans les effets des traitements ECS.
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Résumé

L'électroconvulsivothérapie (ECT) est une réponse thérapeutique reconnue comme efficace face a la
résistance et au délai d'action des agents pharmacologiques, pour les épisodes dépressifs majeurs. Bien que
I'efficacité thérapeutique des ECT soit reconnue de tous, la connaissance incompléte des effets biologiques
qui sous tendent I'effet thérapeutique contribue a discréditer ce soin. Les marqueurs biologiques ne sont pas
facilement accessible chez ’Homme, il a donc été développé chez les rongeurs, 1’équivalent des ECT : les
stimulations électro-convulsives (ECS). A ce jour, les divers résultats provenant des études chez les animaux
n’ont pas permis d’obtenir des conclusions claires, et ceci est majoritairement d a ['utilisation d’animaux
naifs. Dans ce contexte, l'objectif du projet de thése était d'analyser les effets biologiques et
comportementaux des ECS répétées, modéle de I'électro convulsivothérapie, sur un modeéle animal de
troubles psychiatriques : la souris MAP6 KO. En effet, ces souris expriment constitutivement des altérations
biologiques et comportementales assimilées a certains symptémes de la dépression. Nous avons montré
qu’un traitement par ECS améliore certaines des altérations comportementales des souris MAP6 KO, avec un
maintien dans le temps différent selon le comportement analysé. Au niveau biologique, le traitement par ECS
n’induit pas de modification détectable de I’expression des protéines dans le cerveau, mais induit une
augmentation de la neurogénése adulte hippocampal, et plus particuliérement une augmentation du taux
d'intégration des neurones néoformeés. L'augmentation du nombre de nouveaux neurones survivants pourrait
étre favorisée par ’augmentation de la complexité de I’arborisation dendritique et de la densité synaptique.
De plus nous observons une augmentation de la densité des épines dendritiques dans les neurones corticaux
et une augmentation de I’expression du BDNF dans 1’hippocampe. En conclusion, le projet de thése montre
gue les ECS appliquées aux souris MAP6 KO-ont un effet important au niveau de la plasticité cérébrale et
plus particuliérement au niveau de I’intégration des nouveaux neurones issus de la neurogénése adulte
hippocampique.

Mots clefs: Stimulations électro-convulsives ; souris MAP6 KO; dépression ; neuroplasticité ;
neurogénése adulte hippocampique

Abstract

In Major depressive disorder, the electroconvulsive therapy (ECT) is recognized as an effective
treatment to face drug-resistance and action latency of pharmacological agents. Although the therapeutic
efficacy of ECT is internationally recognized, the ill-characterized biological effects of ECT contribute to
discredit this treatment. Direct access of specific markers in human is not easy, prompting the development
of the animal counterpart of ECT, the electro convulsive stimulations (ECS). To date, current results arising
from ECS studies in animals remain not fully conclusive because mainly data have been obtained with
unchallenged/naive animals. The objective of this project was to analyze the biological and behavioral
effects of ECS treatment, on an animal model of psychiatric disorder: the MAP6 KO mice. Indeed MAP6
KO mice (also known as STOP KO mice) constitutively exhibit behavioural and biological features relevant
to some aspects of major depressive disorder. We found that ECS treatment has an overall beneficial effect
on several constitutive behavioural defects, displayed by MAP6 KO mice, with variable lasting times. At
biological levels, ECS treatment did not induce detectable modification of brain proteins expression pattern,
but induce an overall increase of hippocampal neurogenesis, and more particularly potentiate the integration
rate of newborn neurons, probably through an increase dendritic complexity and dendritic spines density. We
also found that ECS enhance dendritic spines density in vivo in cortical neurons and increase hippocampal
levels of the trophic factor, BDNF. In summary our work provide evidence that ECS treatment when applied
to MAP6 KO mice induces major neuronal plasticity events, the stronger being the increased integration rate
of hippocampal new-born neurons.

Key words: Electroconvulsive stimulations; MAP6 KO mice; depression; neuroplasticity; adult
hippocampal neurogenesis



