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INTRODUCTION



« | have lost myself » Auguste Deter, 29 Novembre 1901



I. La maladie d’Alzheimer
a. Historique

Avec le vieillissement de la population, lié a 'amélioration des conditions de vie via les progrés
de la médecine et de I'hygiéne, un nouveau probléme de santé majeur a été mis en lumiére :

la démence sénile pathologique.

Figure 1 : Le Dr Alois Alzheimer (Gauche) et sa patiente Auguste Deter, aprés son admission a
I’hépital de Francfort (droite).

C’est en 1906 que le Dr Alois Alzheimer (1864-1915) (Figure 1: gauche) décrit pour la
premiére fois une maladie liée au vieillissement qu’il a nommé « maladie de 'oubli », et qui
sera appelé plus tard la maladie d’Alzheimer (MA), suite a sa rencontre avec une patiente du
nom d’Auguste Deter (1850-1906) (Figure 1: droite). Celle-ci est admise a I'hépital de
Francfort, en Allemagne, en novembre 1901, alors qu’elle est &gée de 51 ans. Le Dr Alzheimer
note qu’elle présente de lourdes pertes de mémoire, de la désorientation, de I'aphasie, des
comportements impreévisibles ainsi que de la paranoia, des hallucinations et un isolement
social prononcé. Durant le suivi de sa patiente, il lui demande de réaliser des tests
psychophysiques et lui pose un panel de questions dont I'échange, publié en 1997 (Maurer et
al., 1997), retranscrit parfaitement toute I'emprise de la pathologie sur sa patiente. Si elle était
toujours capable d’effectuer des calculs simples, de répondre a certaines questions

correctement, si I'on tarde trop a lui demander la réponse, elle répond hors-sujet :

« Je lui montre 3 doigts; combien de doigts ? 3. Etes-vous toujours anxieuse ? Oui. Combien

de doigts est-ce que je vous ai montré ? Eh bien, c'est Francfort-sur-le-Main. »

Elle présente également de grosses difficultés de lecture. Si elle déchiffre correctement les
lettres, elle n'a pas l'air de comprendre le sens des mots, et relit les mémes 3 premiéres
phrases continuellement. Les facultés d’écriture sont également altérées. Lorsqu’on lui

demande d’écrire son nom/prénom, les mots doivent étre répétés de nombreuses fois car



'oubli est rapide. C’est en essayant d’écrire son nom qu’elle répéte cette fameuse phrase :
« Je me suis perdue ».

A la mort d’Auguste, en Avril 1906, le Dr Alzheimer demande la permission & la famille de
pouvoir l'autopsier afin d’entreprendre I'étude approfondie de son cerveau et des causes du
mal qui la rongeait. Il observe alors un cerveau atrophié, sans dégénérescence focale
macroscopique (Figure 2), et les tissus vasculaires montrent un changement artériosclérotique
(Alzheimer, 1907; Alzheimer et al., 1995).

Normal Alzheimer

Figure 2 : Photographies d’un cerveau sain (panel de gauche, haut) et d’une coupe coronale du
méme cerveau (gauche, bas), comparé a celui d’un patient au stade avancé de la MA présentant
une atrophie cérébrale (panel de droite, haut et bas). D’aprés (Mayur et al., 2013).

L’observation microscopique permet au Dr Alzheimer de constater la présence d’une ou
plusieurs épaisses fibrilles a l'intérieur d'une cellule qui paraissait a priori tout a fait normale
(Figure 3 ; A). Parfois, il apparait seulement un enchevétrement de fibrilles a I'endroit ou un
neurone se trouvait auparavant (Figure 3; B). C'est ce qu’'on appelle aujourd’hui les
enchevétrements neurofibrillaires (Neurofibrillary Tangles, NFT) (Figure 3 ; C). Environ 1/4 a
1/3 de tous les neurones du cortex montre ces changements. Outre ces NFT, le Dr Alzheimer
observe dans le tissu cérébral d’Auguste de minuscules foyers miliaires causés par le dép6t
d'une substance particuliere répartis sur tout le cortex mais plus particulierement dans les
couches supérieures (Figure 4 ; A). Ces dépots extracellulaires sont appelés plaques séniles
(Figure 4 ; B-C) (Alzheimer, 1991).



Figure 3 : Dessins des dégénérescences neurofibrillaires observées dans le cerveau d’Auguste
D., réalisés par Dr Alzheimer (A, B), et microphotographie d’un neurone comportant des NFT (C).
Adapté de (Alzheimer, 1907; Alzheimer et al., 1995) et http://maladie-alzheimer-bude.e-

monsite.com.

Figure 4 : Dessins des plaques séniles observées dans le cerveau d’Auguste D., réalisés par Dr
Alzheimer (A, B), et microphotographie d’une plaque sénile (C) Adapté de (Alzheimer, 1907;
Alzheimer et al., 1995) et http://neuropathology-web.org.



C’est ainsi que le Dr Alzheimer décrit pour la premiere fois les caractéristiques
neuropathologiques de la MA, qui sont retrouvées plus tard chez d’autres patients présentant

les mémes symptdmes que sa patiente Auguste Deter.

b. Les caractéristiques de la maladie d’Alzheimer

La prévalence

La maladie d’Alzheimer est aujourd’hui devenue un probléme de société majeur, de par sa
forte prévalence liée a I'age. Ainsi, selon I'étude frangaise de PAQUID, on estime qu’au-dela
de 75 ans, il y a 17.8% de chance de développer la MA (Helmer et al., 2006; Ramaroson et
al., 2003). Parmi les démences apparaissant lors de la vieillesse, 1 sur 2 serait diagnostiquée
en tant que MA, tous stades confondus. Avec 'augmentation de I'espérance de vie et du
vieillissement de la population, on évalue a 850 000 le nombre de personnes agées de plus
de 65 ans atteintes de la MA en France. D’aprés le rapport OPEPS de 2005, ce chiffre pourra
dépasser les 2 millions en 2040 (Figure 5). Les femmes sont aussi plus touchées que les
hommes par la maladie aprés 80 ans (Figure 5) mais cela pourrait s’expliquer par une

meilleure espérance de vie avant 90 ans par rapport aux hommes (Larson et al., 2004).

En 2040

Age Hommes Femmes Ensemble
65-69 14 215 24 441 38 656
70-74 31131 63 997 95 128
75-79 119925 110 730 230 655
80-84 155024 289 551 444 575
85-89 194 337 418 838 613 175
90 et + 142 395 592 034 734 429
65 et + 657027 1 499 591 2156618
T5et+ 611 681 1411 153 2022 834

Figure 5 : Estimation du nombre de cas diagnostiqués MA en France réalisée sous I’hypothéese
d’une prévalence constante de la démence d’aprés le rapport OPEPS de 2005.

Les signes clinigues

Parmi les symptémes que présentait Auguste Deter, l'altération de sa mémoire était le plus
impressionnant et handicapant. C’est aussi historiquement un des premiers symptdomes qui
aide a la caractérisation clinique de la MA. Ainsi, avant le XXI®™ siécle, la MA était
diagnostiquée a partir d'un systéme d’exclusion, c’est-a-dire qu’on éliminait toutes autres
démences ou causes de démence possible avant de pouvoir affirmer que le patient souffrait
bien de la MA. En 1975, Folstein publie un test permettant de faire un bilan

neuropsychologique des patients et de détecter 'apparition des démences, le mini examen de

4



I'état mental (MMSE) (Folstein et al., 1975). Ce test permet en 5-10 minutes d’évaluer les
fonctions cognitives, dont l'attention, le calcul, le rappel, le langage, la capacité a suivre des
commandes simples, et l'orientation. Le score maximal du test est de 30; si le score est
inférieur & 10, l'atteinte cognitive est jugée sévere; si le score est inférieur a 18, l'atteinte
cognitive est modérée; si le score est supérieur ou égal a 23, l'atteinte cognitive est Iégére. En
pratique, on considere qu'il existe une probabilité de développer la MA si le MMSE est inférieur
a 26 (Figure 6) (Feldman et Woodward, 2005).
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Figure 6 : Progression des symptdémes de la MA et scores MMSE correspondant a chaque stade
de la pathologie. MMSE : mini examen de |’état mental; MCI : Mild Cognitive Impairment; AVQ :
Activité de la vie quotidienne; SPCD : Symptémes psychologiques et comportement. D’apres
(Feldman et Woodward, 2005).

Aucun équipement spécialisé, ni de formation, n’est nécessaire pour faire passer ce test,
rendant I'évaluation longitudinale de la MA plus réalisable. Cependant, le MMSE est
grandement affecté par certains facteurs démographiques, particulierement |'age et
I'éducation, en plus de son manque de sensibilité aux troubles cognitifs [égers. Ainsi, des tests
complémentaires sont utilisés pour identifier les patients aux stades précoces de la MA,
comme le score de test mental abrégé (AMTS) (Hodkinson, 1972), ou le test d’état mental
gériatrique (GMS) (Copeland et al., 1988). D’autres critéres diagnostiques existent, qui
permettent l'exclusion ou Tlinclusion des patients, comme le CIM10 (Classification
internationale des maladies de I'Organisation Mondiale de la Santé, 1993), le Manuel de
Diagnostic et Statistique des troubles mentaux, DSM-IV-TR (American Psychiatric
Association, 1994), ou le NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984) qui se base sur les résultats

du test MMSE avant d’ajouter d’autres critéres (Figure 7)...



1. Crittres de maladie d'Alzheimer probable :

- syndrome démentiel &tabli sur des bases clinigues et documenteé par le Mini-Mental State
Examination, le Blessed Dementia Scale ou tout autre test éqguivalent et confirme par des preuves
neuropsychologigues

- déficit d'au moins deux fonctions cognitives

- altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives

- absence de trouble de conscience

- survenue entre 40 et 90 ans, le plus souvent au-deld de 85 ans

- en l'absence de désordres systémigues ou d'une autre maladie cérébrale pouvant rendre compte
par eux-mémes, des déficits mnésiques et cognitifs progressifs

2. Ce diagnostic de maladie d'Alzheimer probable est renforce par :
- la détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie), les habilités motrices
(apraxie) et perceplives (agnosie)
= la perturbation des activités de la vie quotidienne et la présence de troubles du comportement
- une histoire familiale de troubles similaires surtout si confirmés histologiquement
- le résultat aux examens standards suivants :
- normalité du liguide céphalo-rachidien
- EEG normal ou siége de perturbations non spécifiques comme la présence d'ondes lentes
- présence d'atrophie cérébrale d'aggravation progressive

3. Autres caractéristiques clinigues compatibles avec le diagnostic de maladie d'Alzheimer probable

aprés exclusion d'autres causes :

- période de plateaux au cours de I'évolution

- présence de symptdmes tels gque dépression, insomnie, incontinence, idées délirantes, illusions,
hallucinations, réactions de catastrophe, désordres sexuels et perte de poids. Des anomalies
neurclogiques sont possibles surtout aux stades évolués de la maladie, notamment des signes
moteurs tels gu'une hypertonie, des myoclonies ou des troubles de la marche.

- crises comitiales aux stades tardifs

- scanner cérébral normal pour 'age

4. Signes rendant le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable incertain ou improbable :

- début brutal

- déficit neurologigue focal tel que hémiparésie, hypoesthésie, déficit du champ visuel, incoordination
moltrice & un stade précoce

- crises convulsives ou troubles de la marche en tout début de maladie

5. Le diagnostic clinique de la maladie d'Alzheimer possible :

- peut &tre porté sur la base du syndrome démentiel, en I'absence d'autre désordre neurclogique,
psychiatriqgue ou systémigue susceptible de causer une démence, en présence de variante dans la
survenue, la présentation ou le cours de la maladie ;

- peut étre porté en présence d'une seconde maladie systémique ou cérébrale susceptible de
produire un syndrome démentiel mais qui n'est pas considérée comme la cause de cefte
démence ;

- et pourrait &tre utilisé en recherche clinigue quand un déficit cognitif sévére progressif est identifié
en l'absence d'autre cause identifiable.

6. Les criteres pour le diagnostic de maladie d'Alzheimer certaine sont :
- les critéres clinigues de la maladie d'Alzheimer probable ;
- etla preuve histologigue apportée par la biopsie ou l'autopsie.

Figure 7 : Criteres NINCDS-ADRA d’exclusion ou d’inclusion permettant de conclure au diagnostic
de la maladie d’Alzheimer.



Cependant, la MA est une pathologie dont I'évolution présente de grandes différences
interindividuelles, comme illustrées par les différentes pentes de déclin cognitif qui peuvent
étre observées (Figure 8) (Behl et al., 2005; Wilson et al., 2000). En conséquence, il est plus

aisé de diagnostiquer un patient aux stades sévéres de la pathologie qu’aux stades précoces.

20

Predicted MMSE Score

Figure 8 : Représentation de /’'évolution de I'examen MMSE (mini examen de I’'état mental) en
fonction de I’'age des patients MA aprés leur premier diagnostic de MA probable. Chaque droite
correspond a un patient. Le premier point de chaque droite correspond au score MMSE lors de
leur diagnostic et le dernier point de chaque droite correspond au score MMSE au bout de 4 ans
(1 test par an, donc 4 points par droite). La pente correspond a I’évolution du déclin cognitif.
D’aprés (Wilson et al., 2000).

Cependant, de nouveaux outils diagnostiques développés au cours de la derniére décennie
ont permis de considérablement améliorer la fiabilité du diagnostic de la MA, y compris a des
stades précoces. Une approche nouvelle fondée sur le concept d’'un diagnostic clinico-
biologique est de plus en plus reconnue et permet d’identifier un patient MA, indépendamment
du stade de démence comme cela était le cas jusqu’a présent. Ce diagnostic repose sur la
mise en évidence d’'un phénotype clinique centré sur le symptdbme amnésique lié a un
dysfonctionnement de I'hippocampe, associé a la présence de biomarqueurs topographiques
et/ou physiopathologiques (Dubois et al., 2013). Ainsi, I'arrivée des nouvelles technologies

dans le monde clinique au cours des années 2000 a permis la mise au point d’examens :

e L'imagerie structurelle telle que I'imagerie par résonance magnétique (IRM), permet
de mesurer I'atrophie du lobe temporal médian, I'hippocampe et 'amygdale (Colliot et
al., 2013; Dolek et al., 2012).



o L’imagerie fonctionnelle telle que la tomographie par émission de positons (TEP)
permettant permet de mesurer une baisse de la consommation de glucose (La Joie et
al., 2013) ou d'oxygéne (Ishii et al., 1996) qui est un reflet d’'une réduction du
métabolisme neuronal observée dans la MA ou encore d’analyser quantitativement

des molécules d'intéréts (Aschenbrenner et al., 2018; Perrotin et al., 2017).

¢ L’analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR) permettant de mesurer les biomarqueurs
de la MA (Duits et al., 2015; Olsson et al., 2005; Tariciotti et al., 2018).

Cependant, comme pour un examen neuropsychoclinique, aucune des maodifications
constatées au cours de la MA ne peut étre considérée comme spécifique de la pathologie.
Aujourd’hui encore, le seul moyen de s’assurer du diagnostic de la MA est 'analyse post-
mortem du cerveau, ou I'on doit retrouver les caractéristiques décrites par le Dr Alzheimer :
une atrophie cérébrale et particulierement du lobe temporal, dont la région hippocampique (Cf
introduction l.a) et 'amygdale temporale (Dickson et Weller, 2011; McKhann et al., 1984),
associée a une dilatation des ventricules (Hubbard et Anderson, 1981), ainsi que la présence
de plaques séniles et de NFT dans les tissus cérébraux. Ainsi, la recherche s’est naturellement
intéressée a la nature de ces plaques séniles et de ces enchevétrements neurofibrillaires, et
a pu définir que les plaques séniles sont composées de I'accumulation extracellulaire de
peptides béta-amyloides (AB) (Albani et al., 2018; Divry, 1934; Terry et al., 1964), alors que
les NFT sont composés de protéines tau hyperphosphorylées (Brion et al., 1985; Cho et al.,
2018; Delacourte et Defossez, 1986).

Protéine Tau

La protéine tau est une composante intégrale du cytosquelette neuronal (Hirokawa et al., 1988)
et est responsable de la promotion de I'assemblage des microtubules dans le cerveau normal
(Figure 9) (Elie et al., 2015). L'assemblage des microtubules est étroitement régulé par une
combinaison de protéines kinases et phosphatases qui équilibrent la quantité de
phosphorylation de tau (Li et al., 2013; Whiteman et al., 2009). Dans le cerveau de patients
atteints de la MA, la protéine tau existe a I'état hyperphosphorylé, ce qui méne a la formation
de structures secondaires aberrantes et une perte de fonction de la protéine, entrainant une
diminution de sa capacité a se lier aux microtubules et a favoriser leur assemblage (Figure 9)
(Mokhtar et al., 2013; Terry, 1998).
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Figure 9 : Modeéle de coordination des microtubules et du cytosquelette par la protéine tau. En
I’absence de la protéine tau, il n’y a pas d’établissement de lien entre les microtubules (vert) et
les filaments d'actine (rouge). La présence de la protéine tau favorise le co-alignement et la
croissance couplée de microtubules et de filaments d'actine. La protéine tau permettrait d’établir
le lien structural entre les deux polymeres du cytosquelette. D’aprés (Elie et al., 2015).

Cette phosphorylation va alors anormalement permettre la translocation de la protéine tau des
microtubules axonaux aux corps cellulaires et aux dendrites, formant des agrégats de
protéines tau qui constituent les marqueurs cytopathologiques observés chez les patients MA
(Figure 10). Le fonctionnement des microtubules est alors altéré, bloquant le transport
neuritique rapide pouvant jouer un réle dans la perte de la connectivité neuronale (Velasco et
al., 1998). Le mécanisme par lequel tau exercerait sa toxicité neuronale est toujours
controversé (Amadoro et al., 2011). Il a été suggéré qu'une série de signaux dégénératifs tels
que l'agrégation d’A3 (Amadoro et al., 2011), les radicaux libres d'oxygene (Zambrano et al.,
2004), les problémes de stress oxydatifs ou d’obésité (Verdile et al., 2015) peuvent activer la
réponse immunitaire innée. L'activation des cellules microgliales, par exemple, entrainerait la
libération ultérieure de cytokines pro-inflammatoires qui modifieraient les réponses neuronales
par des cascades de signalisation anormales, avec pour résultat final la promotion de

I'nyperphosphorylation de la protéine tau (Figure 10) (Mokhtar et al., 2013).
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Figure 10 : Modele de régulation et stabilisation des microtubules par la protéine tau, les kinases
et les phosphatases. L'hyperphosphorylation des protéines tau provoque une dépolymérisation
des microtubules et la formation d'oligomeéres cytoplasmiques de tau insolubles, qui s'agregent
entre eux. Les protomeres vont former des filaments hélicoidaux qui s'assemblent pour produire
des enchevétrement neurofibrillaires (NTF). Enfin, la mort de la cellule libérera les NFT dans la
matrice extracellulaire, provoquant des réactions inflammatoires, telles que le recrutement de la
microglie, pouvant avoir un effet délétere sur les neurones environnants. D’apres (Mokhtar et al.,
2013).

Dans le cadre des tauopathies, certaines mutations du génome vont provoquer une
hyperphosphorylation de la protéine tau qui va s’agréger en faisceaux de filaments (Grundke-
Igbal et al., 1986) et mener a une dégénérescence neurofibrillaire (Buee et al., 2000; Buee et
Delacourte, 2006; Lee et al., 2001). S'’il y a aujourd’hui 44 génes identifiés dont la mutation
permet de développer une démence fronto-temporal, il N’y en a aucun qui, seul, permet de
développer la MA (http://www.molgen.ua.ac.be/FTDmutations/). Ainsi, si la protéine tau joue
un réle majeur dans la neurodégénérescence au cours de la MA, elle n’est pas suffisante pour
développer toutes les caractéristiques cliniques de la pathologie seulement a partir d’'une
mutation du géne tau (MAPT). Cependant, elle reste une part importante de la pathologie, car
d’aprés les hypothéses actuelles, elle potentialiserait et serait méme indispensable a la mise
en place de l'effet nocif du peptide béta-amyloide, qui a lui aussi un rdle crucial dans la mise

en place de la MA (Buee et Delacourte, 2006; Roberson et al., 2007).

Peptides amyloide-béta

Les peptides béta-amyloides, ou AR, sont les constituants principaux des plaques séniles. lls
sont normalement produits dans le corps humain, non seulement dans le cerveau, mais aussi
dans des organes périphériques (Benson et Kleiner, 1980). Le peptide AB, qui dérive de la
Protéine Précurseur de '’Amyloide (APP), est encore mal connu mais la voie protéolytique
conduisant a sa production est bien déterminée. La protéine APP mature peut étre métabolisée
par deux voies distinctes (Figure 11) : une voie majoritaire (ou non-amyloidogéene), considérée
comme « non-pathogéne » car ne produisant pas de peptide AB, et une voie minoritaire (ou
amyloidogéne) produisant de I'AB et impliquée dans la MA.
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Figure 11 : Modele de protéolyse du précurseur du peptide amyloide (APP). Voie non-
amyloidogéne vers la gauche et amyloidogene vers la droite. Le clivage de I'’APP par la a -
sécrétase initie le traitement non-amyloidogene de la protéine qui résultera en la libération dans
le milieu extracellulaire du peptide p3 et le domaine intracellulaire de I'amyloide (AICD). La voie
amyloidogéne est initiée par la B-sécrétase (BACE-1) libérant au final le peptide AB et I’AICD.
D’aprés (Querfurth et LaFerla, 2010).

c. Lacascade amyloide

En condition physiologique, APP subit un clivage protéolytique par les enzymes sécrétases
Alpha (a) et Gamma (y) successivement (Figure 11) (Querfurth et LaFerla, 2010). Le clivage
de I'APP par la a-sécrétase initie le traitement non-amyloidogéne de la protéine en formant
une nouvelle protéine précurseur sAPPa et un fragment carboxy-terminal de 83 résidus, C83
qui sera lui-méme clivé par la protéase v, libérant dans le milieu extracellulaire le peptide p3

et le domaine intracellulaire de 'amyloide (AICD).

Dans la voie amyloidogéne, c’est la B-sécrétase, aussi appelée enzyme de clivage de 'APP
du site beta-1 (BACE-1), qui initie le clivage de I'APP, libérant une version raccourcie de la
sAPPf3 et un plus long fragment carboxy-terminal de 99 résidus, C99. C’est ce fragment C99
qui sera digéré par la y-sécrétase en peptide AB et AICD (Figure 11) (Querfurth et LaFerla,
2010).

Le peptide AP libéré peut se présenter sous de multiples formes, y compris AB40 et AR42,
AB42 étant beaucoup plus enclin a I'agrégation sous forme de plaque. La grande majorité des
cas de MA (96 a 97%) survient de maniére sporadique, et pour ces cas la raison du
basculement de la voie non-amyloidogéne vers la voie amyloidogene reste inconnue.
Cependant, certains rares cas résultent de mutations génétiques dans le géne codant pour
I'APP ou dans les génes codant pour les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), faisant partie du
corps catalytique du complexe y-sécrétase. Toutes ces mutations autosomales dominantes

entrainent la surproduction du peptide AB42 plus long aux dépens de I'AB40 et peuvent affecter
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leur capacité a s'agréger (Schmidt et al., 2009). Chez les patients atteints d’'une de ces formes
familiales de la MA (FAD), les anomalies neuropathologiques et cognitives sont généralement
similaires a celles des formes sporadiques de la MA. Cependant, I'apparition des symptémes
est trés précoce dans les cas familiaux (avant 45 ans), et le déclin cognitif est également plus
rapide. On sait d’ailleurs aujourd’hui qu’Auguste Deter, dgée seulement de 51 ans au moment

de son hospitalisation a Francfort, était atteinte d’'une FAD (Mdiller et al., 2013).

Les modéles murins d’amyloidopathie comme modéles de la MA

L'identification des cas familiaux de MA a fourni une ressource puissante pour 'avancement
des recherches permettant le développement de souris transgéniques modeéles de la maladie.
Avec l'age, les souris de souche sauvage ne développent jamais la pathologie de fagon
spontanée. En revanche, I'exposition du cerveau d’un rongeur a des niveaux élevés d'AB
humain induit des changements ressemblant a la MA, tels que la formation de plagues
amyloides (Frautschy et al., 1991), des déficits synaptiques et des altérations
comportementales. Ainsi, les souris exprimant un géne APP humain (hAPP) portant une ou
plusieurs mutations liées a FAD se révelent présenter des symptdomes et des signes de la

maladie.

Quelques années aprés la découverte du role d’APP dans la formation de AP et le clonage du
gene APP (Goldgaber et al., 1987; Robakis et al., 1987; Tanzi et al., 1987), les premiéres
descriptions de mutations FAD de I'APP (V7171, mutation London; Goate et al., 1991; mutation
Indiana V717F; Murrell et al., 1991) ont rapidement conduit au développement du premier
modéle de souris transgéniques (souris PDAPP; Games et al., 1995). Aujourd'hui, environ 20
mutations du géne APP liées a la pathologie de la MA, 180 mutations de PS1 et 14 mutations
de PS2 ont été décrites (pour une liste compléete et actualisée, voir
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Presque toutes ces mutations ont conduit au
développement d'une ou plusieurs lignées transgéniques, avec des constructions multiples

(http://www.alzforum.org/res/com/tra/default.asp).

L’hypothése de la cascade amyloide

L’hypothése de la cascade amyloide (Hardy et Selkoe, 2002; Hardy et Higgins, 1992) part
alors du principe que I'accumulation du peptide amyloide sous forme de plaques serait a
l'origine des dégénérescences neurofibrillaires, du dysfonctionnement des neurones et des
synapses, de la perte neuronale, et enfin des symptdomes démentiels de la MA (Figure 12).
Ainsi, la majorité des modeles de souris transgéniques de la MA a été concue sur l'idée que
la surexpression d'une APP humaine portant une ou plusieurs mutations liées au FAD, pourrait

entrainer une pathologie amyloide semblable & la MA chez ces rongeurs. Ces modeles ont
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permis une validation partielle de I'hypothése car ils récapitulent une grande partie de la

pathologie amyloide observée chez I'humain.

'hypothése de la cascade amyloide

Mutation dans les génes de APP, PS1 ou P52
Y

Augmentation de la production et
de 'accumulation de Ap42

\ 4

Oligomérisation de Ap42 et
agrégation en plagues diffuses

\ 4

Effet subtil des oligoméres AB sur les synapses

\ 4
Activation de la microglie et des astrocytes
(production de cylokines, elc...)

\ 4

Lésion progressive des synapses et
des neurones

\ 4

Altération de I'homeostasie neuronal ionique
(lésion oxydative)

Y
Altération de I'activité des
kinases/phosphatases

\ 4

Généralisation des dysfunctionnement neuronaux
et de la morl cellulaire

Y

Démence

» NFT

Figure 12 : Séquence temporelle des événements pathogénes conduisant a la MA proposée par
I’hypothése de la cascade amyloide. NFT: Enchevétrements NeuroFibrillaires; APP, Amyloid
precursor protein; PS1, Préséniline 1; PS2, Préséniline 2. D’aprés (Hardy et Selkoe, 2002).

Cependant, 'hypothése amyloide a aussi ses limitations (Delacourte et Buée, 2005; Gotz et
al., 2018; LaFerla et Green, 2012). L’idée selon laquelle la MA serait causée seulement par
'agrégation du peptide AR a été rapidement critiquée. En effet, le nombre de plaques séniles
et le degré de sévérité de la démence chez les patients ne sont pas corrélés (Rabinovici et
Jagust, 2009), et peu de modéles murins de 'amyloidopathie présentent une mort neuronale
massive, qui est pourtant une des caractéristiques de la pathologie humaine (Duyckaerts et
al., 2008; Games et al., 2006; Wirths et Bayer, 2010). Les récents échecs des essais de
clinigues de médicaments candidats dont la cible est le peptide AB ont continué d’encourager
ses critiques (Makin, 2018). Cependant, malgré ces limitations, les souris transgéniques

modeles de la MA montrent des anomalies neuroanatomiques et comportementales qui
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rappellent la pathologie humaine, et ont largement contribué a la compréhension de l'impact

de la présence du peptide amyloide sur le fonctionnement cérébral.

Role de I’amyloide-beta

Le role du peptide AB en condition physiologique est encore mal connu mais il semblerait
pouvoir moduler l'activité synaptique. Ainsi, il a été démontré que quelques pico-molaires du
peptide AB pouvaient positivement moduler I'activité synaptique et la mémoire en facilitant la
potentialisation a long terme (LTP) des synapses de I'hippocampe (Garcia-Osta et Alberini,
2009; Puzzo et al., 2008). Cependant son effet sur I'activité synaptique semble plus complexe.
En effet, stimuler I'activité des neurones hippocampiques sur préparation en tranche augmente
la production d’ApB, principalement en favorisant la voie amyloidogénique. AB exerce alors un
rétrocontrole négatif en diminuant l'activité de la synapse par un mécanisme qu’il reste a
élucider (Kamenetz et al., 2003). Ainsi, la surexpression d’AB, comme c’est le cas dans le
contexte de la MA, entrainerait une dépression de la transmission synaptique. De plus, la
surexpression d’AB induirait I'activation de voies de signalisation favorisant l'inflammation et
l'apoptose (Querfurth et LaFerla, 2010). Le peptide AR peut également directement interagir
avec les membranes cellulaires et perturber leur intégrité, soit en formant une barriére
physique a leur surface (Drolle et al., 2014), soit en s’agglomérant pour former un canal ionique
qui perturbe 'lhoméostasie de la cellule (Kayed et al., 2009) (Figure 13). Tout cela pourrait

alors contribuer aux déficits cognitifs observés lors des premiers et derniers stades de la MA.

(A) (B) (©)

Figure 13 : Schéma représentant les mécanismes proposés d'interactions du peptide amyloides
avec la membrane lipidique. A - Absorption de AB a la surface de la membrane lipidique, dépdts
sur le dessus de la membrane, B - Pénétration partielle a I'intérieur de la membrane, induisant
des perturbations de celle-ci et des pores irréguliers, C - Formation de canaux perméables aux
ions. D’aprés (Drolle et al., 2014)

De récentes études ont mis en avant I'importance des différentes isoformes d’AB, de leur
concentration et de leur état d’agrégation, sur la plasticité synaptique et la mémoire (Cleary et
al., 2005; Gulisano et al., 2018; Peineau et al., 2018). Initialement, I'attention s'était concentrée
sur les fibrilles d’AB qui forme les plaques (Lorenzo et Yankner, 1994; Tipping et al., 2015).
Ainsi, in vitro et in vivo, les études sur les fibrilles d’AB ont montré qu’elles pouvaient altérer la
plasticité synaptique, inhiber la croissance des neurites et contribuer a I'hyperactivité des
neurones dans la région environnant les plaques séniles (Busche et al., 2008; Carpenter et

al., 1993; Chapman et al., 1999). Cependant, les études accumulées au cours des derniéres

14



années montrent qu’un niveau inférieur d’'assemblage d’Af serait finalement plus neurotoxique

gue les plagues séniles elles-mémes (Busche et al., 2012; Dahlgren et al., 2002; Hsia et al.,

1999; Larson et Lesné, 2012; Walsh et al., 2002). En effet, les symptdomes de la MA, tels que

les déficits cognitifs et le dysfonctionnement synaptique, sont mieux corrélés avec les

quantités de formes solubles d’AB, particulierement les oligoméres, qu'avec la présence de

plaques insolubles, que ce soit dans les souris modéles de la pathologie comme chez les
patients (Figure 14) (Lesné et al., 2013; Walsh et al., 2002; Wang et al., 2016). Ces

observations permettent de porter un nouveau regard sur I'hypothése de la cascade amyloide,

d’appréhender différemment les données obtenues a partir des lignées de souris modéles,

ainsi que le diagnostic de la MA et ses traitements thérapeutiques potentiels (Brouillette, 2014;

Hefti et al., 2013; Lesné, 2014).
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Figure 14 : Modele représentant l'intégrité de la cognition au cours du vieillissement normal et pathologique (MCI
et MA; échelle de droite, ligne noir) et quantité des oligoméres AB dans le cerveau des patients (échelle de droite,
ligne de couleur). Les étoiles (»#) indiquent les ages auxquels des changements des niveaux respectifs d’oligomeres
d’AB ont été statistiquement observés. MCI : Mild cognitive impairment. D’apres (Lesné, 2014).
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II. La mémoire, I’hippocampe

Schacter et Tulving (Schacter et Tulving, 1994) ont distingué cing systemes de mémoire sur
la base de différentes fonctions comportementales et cognitives, du type d’information ou des
connaissances qu’elles traitent, de la facon dont l'information est représentée et de leurs
substrats anatomiques (Figure 15) (Jaffard, 2011). L’'un des symptémes caractéristiques de la
MA est l'altération de ces mémoires. Progressivement, les patients MA vont montrer des
difficultés a assimiler de nouvelles informations et a les retenir, c’est-a-dire une altération de
la capacité d’apprentissage et de rappel de la mémoire déclarative a court terme (MCT), une
altération de la mémoire des faits anciens, remontant petit a petit le fil de la vie, c’est-a-dire de
la mémoire déclarative a long terme (MLT). Ainsi, les patients se détachent de la réalité et
vivent dans un monde qui appartient a leur passé, cela correspond a l'altération de la mémoire
a long terme épisodique, c’est-a-dire la mémoire des événements vécus avec leur contexte
(date, lieu, état émotionnel), et sémantique, qui est la mémoire des faits et des concepts
(Figure 15). Parallelement, les patients MA vont aussi présenter une altération de la mémoire

non-déclarative procédurale et des difficultés d’apprentissage en général.

Mémoire
Meémoire a court terme Mémoire a long terme
mémoire de travail Pt
-2 e -
Déclarative Non déclarative
Faits — Evénements Procédurale Amorgage et Conditionnement Apprentissages
(sémantique) (episodique) (habiletés et apprentissages classique non associatifs
habitudes) perceptifs
Réponses Réponses
émotionnelles musculaires
Lobe temporal médian Striatum Néocortex Amygdale Cervelet Voies réflexes

diencéphale

Figure 15: Modele des systemes de mémoire a court et long terme et corrélats neuro-
anatomiques de ces systemes selon (Squire, 1992). D’apres (Jaffard, 2011).

D’un point de vue anatomique, les patients MA présentent une atteinte du lobe temporal
médian, en particulier des régions subhippocampiques et de I'hippocampe (Figure 16), qu’'on
peut associer au déficit prononcé de la mémoire épisodique lors des stades précoces de la
pathologie (Dubois et Albert, 2004), et aux troubles de la mémoire sémantique qui surviennent
plus tard (Hirni et al., 2013). Ces altérations de la mémoire déclarative sont potentialisées par

une fragilité de 'encodage de l'information et de sa récupération (Sahakian et al., 1988) qui
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sont des processus « non-hippocampiques » (DeVille et al., 2018; Dolan et Fletcher, 1997;
Tulving et al., 1994) mais qui engagent des communications avec I'hippocampe (Reagh et
Ranganath, 2018).

Figure 16 : Microphotographie d’un hippocampe humain. CA : corne d’Ammon. DG : gyrus denté.
Sub : subiculum. EC : cortex entorhinal. HF : fissure hippocampique. ALV : alvéole. FIM : fimbria.
D’aprés (Blumcke et al., 2013)

L’hippocampe est donc une des structures les plus étudiées en rapport a la MA de part son
réle central dans les processus mnésiques. Ce rble est mis en évidence en 1953, grace au
célébre cas du patient H.M. Ce patient, de son vrai nom Henri Molaison, souffrait d’épilepsie
résistant a tous traitements, et a d0 subir une ablation des deux hippocampes et d’'une large
portion des tissus environnants (région para-hippocampique et une partie des lobes
temporaux). Apres I'opération, bien que complétement guéri des crises d’épilepsie, il souffrait
d’'une amnésie antérograde quasi-totale, soit une incapacité a former des nouveaux souvenirs,

et d’'une amnésie rétrograde plus légére d'environ 11 ans (Corkin, 1984).

Les recherches sur I'hippocampe ont permis aujourd’hui de mettre en lumiére son organisation
histologique unique (Figure 17). Celui-ci est découpé en plusieurs sous-structures: le
subiculum, la corne d’Ammon (CA) (composée des aires CAl, CA2 et CA3) et le gyrus denté
(DG). Sur le plan anatomique, I'hippocampe est une région dont l'organisation refléte
parfaitement son role dans le traitement de l'information. La voie perforante, principale voie
afférente en provenance du cortex entorhinal, garantit 'entrée des signaux multisensoriels a
I'hippocampe, via la couche moléculaire du DG, contenant les dendrites des neurones
granulaires. Ces neurones sont de petites cellules de forme arrondie dont les projections
axonales se regroupent pour former les fibres moussues, et se projettent vers le stratum
radiatum de CA3 (Figure 17). A partir de 13, les axones des neurones pyramidaux de CA3,
nommes collatérales de Schaeffer, s'étendent jusqu’aux dendrites des neurones pyramidaux

de CA1, mais d’autres s’étendent jusqu’aux dendrites des neurones pyramidaux de CA2.
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Figure 17 : Modele simplifié du réseau hippocampique de souris et agrandissement d’un neurone
pyramidal eu CA1 illustrant les différentes couches laminaires. D’apres (Caruana et al., 2012;
Megras et al., 2001 )

a. Le Gyrus Denté

Le Gyrus Denté (DG) est communément désigné comme étant la « porte d’entrée » de
I'hippocampe. Une particularité du DG est que sa couche sous-granulaire contient une
population de progéniteurs neuraux, source de la neurogénése adulte (Kaplan et Hinds, 1977).
Cette neurogénése adulte peut étre réparatrice, suite a un traumatisme cérébral (Thored et
al., 2006; Zhang et al., 2004; Zhang et al., 2001) ou aider a la formation de la mémoire dans
son r6le crucial dans le « pattern separation », c’est-a-dire la capacité a faire la distinction
entre des expériences similaires mais pas identiques, ainsi que dans des taches de mémoire
épisodique ou contextuelle (Aimone et al., 2011; Deng et al., 2010; Leutgeb et al., 2007; Reagh
et al.,, 2018; van Dijk et Fenton, 2018). Bien que peu d’études sur la neurogénése adulte
hippocampique aient été conduites chez les patients atteints de la MA, il semble que la
présence de la pathologie soit associée a 'augmentation de I'expression des marqueurs

protéiques de neurones immatures dans le DG (Jin et al., 2004b; Li et al., 2008).

En ce qui concerne les souris modeles de la MA, il a été mis en évidence une diminution de la
prolifération des cellules néoformées chez les souris 3xTg-AD et APPswe/PS1DeltaE9
(Demars et al., 2010; Rodriguez et al., 2008). En revanche, cette prolifération est évaluée soit
inchangée dans une autre étude sur les APPswe/PS1DeltaE9 (Verret et al., 2007), soit
augmentée chez les souris hAPPJ20 et Tg2576 (Jin et al., 2004a; Krezymon et al., 2013). En
ce qui concerne la survie de ces nouveaux neurones, il y a un consensus pour dire qu’elle est

diminuée a long terme dans la plupart des souris modeéles de la MA (Krezymon et al., 2013;
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Verret et al., 2007), probablement parce qu’ils ne sont pas en mesure de se développer
normalement dans I'environnement pathogéne (amyloidopathie). Cela s’observe par un
développement morphologique aberrant des nouveaux neurones, particulierement des
dendrites et de leurs épines (Bonds et al., 2015; Krezymon et al., 2013; Richetin et al., 2015;
Sun et al., 2009), traduisant un déséquilibre de la balance excitation/inhibition dans le réseau
préexistant (Sun et al., 2009). Ainsi, cette altération d’'une des fonctions du DG pourrait
participer aux déficits cognitifs observés dans la MA. En accord avec cette idée, la
surexpression de NeuroD1, un facteur favorisant le destin neuronal, spécifiqguement dans les
cellules néoformées permet de rétablir un développement morphologique normal des
nouveaux neurones, d’augmenter leur survie, et d’'améliorer les performances de mémoire
spatiale des souris APPswe/PS1DeltaE9 (Richetin et al., 2015).

b. Les aires CAl et CA3

Parmi les fonctions qu’assurent I'hippocampe, I'aire CA1 est impliquée dans la détection de
changements de configuration et/ou d’organisation spatiale d’objets familiers dans des
environnements connus comme inconnus. Plus précisément, 'aire CA1 de I'hippocampe
intéragirait avec le cortex postrhinal pendant I'exploration d’objets familiers placés dans une
nouvelle configuration, alors que I'exploration d’un objet inconnue active fortement le cortex
périrhinal seul (Wan et al., 1999). D’autre part, I'aire CA1 est aussi impliquée dans les
processus de consolidation de la mémoire contextuelle. De fagon complémentaire, I'aire CA3
est plutdt impliquée a I'élaboration de la répresentation du contexte lors de l'acquisition
(Daumas et al., 2005). Cette région apparait aussi comme fondamentale dans la reconstitution
d’un contexte connu a partir d’'indices de I'environnement, le « pattern completion » (Guzman
et al., 2016; Leutgeb et Leutgeb, 2007). De récents articles ont aussi mis en évidence que
CA3, en interaction avec le DG, contribue a la fonction de « pattern separation » (Cf

paragraphe ci-dessus) (Leutgeb et al., 2007; Reagh et al., 2018).

Les aires CA1 et CA3 sont ainsi tres étudiées pour leur role dans la mémoire spatiale et la
représentation spatiale de I'environnement. Dans les années 1970, il a été décrit un nouveau
type de cellule parmi les cellules pyramidales de I'hippocampe : les cellules de lieu (« place
cells » (O'Keefe et Dostrovsky, 1971). Ces cellules de lieu augmentent leur fréquence de
décharge lorsque I'animal entre dans une place particuliére de son environnement (Figure 18 ;
A). On peut alors créer une carte de I'environnement retragant le trajet de I'animal et
permettant de visualiser la distribution spatiale de 'activation d’'une cellule de lieu (Figure 18 ;
B) permettant de déterminer son champ de lieu (Figure 18 ; C). Ainsi, chaque cellule de lieu
va avoir un champ de lieu particulier dans I'environnement exploré par I'animal (Fenton et al.,

2008). Les cellules de lieu de I'aire CA1 et CA3 ont été trés étudiées et des différences subtiles
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dans l'activité de leurs champs de lieu ont pu mettre étre mises en évidence. Ainsi, le champ
de lieu des cellules de lieu de CA1 seraient modulées en fonction de la motivation de I'animal
a se déplacer. Plus la motivation de l'animal est forte, plus les cellules de lieu du CAl
s’activent, remodelant leur champs de lieu (Kennedy et Shapiro, 2009; Kobayashi et al., 2003).
Cela suggére que la réprésentation spatiale dans l'aire CA1 serait relativement flexible.
Inversement, les champs de lieu de CA3 seraient tres peu modulables, suggérant que les
cellules de lieu de CA3 coderaient plutbt pour une représentation purement spatiale de
I'environnement (Dupret et al., 2010). De par ces propriétés de CA1 et CA3, I'hippocampe est

fortement impligué dans la navigation et dans la mémoire spatiale.
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Figure 18 : (A) Schéma de [’activation d’une cellule de lieu d’un rat en mouvement dans un
labyrinthe et analogie avec une carte représentant les champs de lieu de différentes cellules de
lieu. (B) Représentation des déplacements d’un animal dans un open field (tracé gris) et des
potentiels d’action (rond bleu) d’une cellule de lieu lors de ce trajet. (C) Carte de chaleur en
fonction de la fréquence de décharge de la cellule de lieu représentée en (B). D’apres
http://hargreaves.swong.webfactional.com/place.htm et brainconnection.brainhq.com/2006/01.

Dans le cadre du vieillissement normal, des déficits subtils de navigation apparaissent dans
un groupe de personnes agées (73 ans), que ce soit dans un envrionnement réel ou vituel,
comparé a un groupe de personnes jeunes (23 ans), alors que ces deux groupes présentent
un score MMSE semblable (Cushman et al., 2008). Les patients MA présentent en revanche
de grandes difficultés dans les tests d’orientation et de localisation spatiale par rapport a des
individus non-MA du méme age (Cushman et al., 2008; Possin et al., 2016; Zakzanis et al.,
2009). Les souris modeles de la MA présentent elles aussi de forts déficits de mémoire spatiale
(Cacucci et al., 2008; O’Leary et Brown, 2009; Possin et al., 2016; Walker et al., 2011), ce qui
fait de la navigation spatiale un paradigme translationnel particulierement intéressant pour
étudier la MA (Possin et al., 2016).

La MA s’accompagne également d’'une diminution du volume général de I'hippocampe
(Aschenbrenner et al., 2018; La Joie et al., 2013), et toutes les régions sont impactées
(Bobinski et al., 1995). Les aires CA1 et CA3 sont trés touchées par la perte neuronale lie a
la pathologie (Padurariu et al., 2012), et les neurones persistants présentent des altérations

synaptiques (Scheff et al., 2007). Cela peut se refléter chez les patients MA, par 'altération de
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la mémoire de reconnaissance d’objet dans un premier temps, puis par des perturbations de
la mémoire spatiale (Didic et al., 2011). En effet, une étude longitudinale indique que des sujets
porteurs de mutations FAD présentent une altération des performances de mémoire de
reconnaissance des mots ou des visages 6 ans avant le diagnostic de MA (Fox et al., 1998).
De méme, les mémoires de reconnaissance d’objet, de localisation d’objet, ou de lieu sont
aussi altérées par la pathologie que ce soit chez les patients (Cushman et al., 2008; Zakzanis
et al., 2009) ou les souris modeles de la MA (Dodart et al., 1999; Wang et al., 2009; Zhang et
al., 2012).

c. L’aire CA2

La sous-structure CA2 de I'hippocampe a été initialement identifiée par Lorente de No (Lorente
de NO, 1934), lui-méme disciple de Santiago Ramén y Cajal, comme une région
anatomiquement distincte de CA1 et CA3 (Kohara et al., 2013). Bien qu'il existe une littérature
abondante sur les autres régions de I'hippocampe (CAl, CA3, et DG), les propriétés
physiologiques et développementales du CA2 sont comparativement peu connues. Ce n’est
gue récemment que l'aire CA2 a été rétablie dans le circuit du traitement de l'information
hippocampique (San Antonio et al., 2014). Bien que des cellules de lieu aient été signalées
dans toutes les régions de la Corne d’Amon, des études récentes chez le rat ont montré que
les cellules de lieu de l'aire CA2 ne semblent pas coder les lieux aussi efficacement que celles
présentes dans CAl et CA3. En effet, les champs de lieu des neurones de CA2 seraient
réactualisés en réponse a un conflit entre un contexte connu par le passé et I'expérience
actuelle de ce méme contexte. Ainsi, les cellules de lieu seraient plus sensibles aux
changements contextuels qu’aux changements spatiaux a proprement parlé (Lu et al., 2015;
Wintzer et al., 2014), suggérant une contribution de I'aire CA2 dans la formation de la mémoire
contextuelle (Alexander et al., 2016). De plus, il a été récemment mis en évidence qu’il existe
dans l'aire CA2 une population de neurones particulierement active lors de I'immobilité
spécifiguement, suggérant un rble dans la représentation de I'environnement lors de

limmobilité mais aussi dans le traitement mnésique lié a 'expérience (Kay et al., 2016).

Les neurones pyramidaux de I'aire CA2 expriment des protéines différentes de ceux de CA1
et CA3 (Dudek et al.,, 2016; Piskorowski et Chevaleyre, 2013), permettant d’'une part de
délimiter ces sous-régions, et d’autre part de développer des souris transgéniques permettant
la manipulation spécifique de I'aire CA2. Grace a cette derniére approche, il a pu étre démontré
gue l'aire CA2 joue un réle crucial dans la mémoire sociale (Alexander et al., 2016; Hitti et al.,
2014; Stevenson et Caldwell, 2014), ainsi que dans la modulation de la plasticité
hippocampique (Boehringer et al., 2017; Caruana et al., 2012). Trés récemment, il a méme

été mis en évidence le role de I'activité de la région CA2 dans la formation des « Sharp Waves
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Ripples » (SWR) pendant I'éveil. Ces SWR hippocampiques sont des événements fortement
associés a la consolidation de la mémoire, représentant un mécanisme probable de transfert
de la trace mnésique de I'hippocampe au néocortex pendant le sommeil (Buzséki, 2015;

Girardeau et Zugaro, 2011), ou pendant 'immobilité au cours de I'éveil (Kay et al., 2016).

Dans le cadre de la MA, des altérations ont également été observées dans I'aire CA2. Il a été
mis en avant que les patients MA présentent des diminutions de la calbindine D28K, une
protéine de fixation du calcium, dans cette aire hippocampique (Maguire-Zeiss et al., 1995).
Ces changements de I'hnoméostasie calcique affectent de nombreux processus cellulaires et
peuvent participer a la cascade d'événements conduisant & un dysfonctionnement neuronal et
a la mort des cellules (Heizmann et Braun, 1992). Une autre étude montre que des sujets
porteurs de l'alléle ApoE4, et donc avec une forte probabilité de développer la MA, ont une
diminution de l'activité du CA2 gauche avant méme I'apparition des déficits cognitifs (Suthana
et al., 2010). Or, il a été démontré qu’une perte de la transmission de 'aire CA2 menait a une
hyperexcitabilité de I'hnippocampe (Boehringer et al., 2017) pouvant ainsi contribuer aux déficits
cognitifs précoces observés dans la MA. Lors de la progression de la MA, I'hippocampe en
entier est impacté et donc I'aire CA2 aussi subit, comme les aires CA1 et CA3, une perte

neuronale (Bobinski et al., 1995).

Etant donné 'importance de I'intégrité de I'aire CA2 pour le bon fonctionnement de la mémoire
sociale (Hitti et al., 2014), le fait que cette région soit impactée au cours de la MA suggeére un
effet direct sur la mémoire sociale des patients. En effet, les patients MA ont de grandes
difficultés a reconnaitre les visages familiers (Kurth et al., 2015; Mendez et al., 1992; Roudier
et al., 1998). Cependant, la mémoire sociale en elle-méme est peu étudiée chez les patients
atteint de la MA car les difficultés a reconnaitre des visages sont considérées comme
associées soit a la prosopagnosie (Ringman et al., 2017), soit a I'altération de la mémoire
épisodique et sémantique (Werheid et Clare, 2007). Chez les souris modele de la MA,
guelques études ont mis en évidence une altération de la mémoire sociale chez les souris
Tg2576 (Deacon et al., 2009), voir méme une altération de la sociabilité dans un autre modele,
les APPswe/PS1(A246E) (Filali et al., 2011). Des travaux en cours dans I'équipe (thése de C.
Rey sous la direction de L. Verret et C. Rampon) indique que l'altération de la mémoire sociale
chez les souris Tg2576, modeles de la MA, est bien liée a un dysfonctionnement de 'aire CA2,
comme c’est le cas chez les souris Df(16)A* modeles de la schizophrénie (Piskorowski et al.,
2016).

L’hippocampe est donc une structure impliquée dans la mémoire contextuelle, épisodique et

sociale mais cette liste n’est pas exhaustive. Son bon fonctionnement, comme celui de
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I'ensemble du cerveau, repose sur un équilibre entre excitation et inhibition (E/I). La régulation
E/l au sein de lhippocampe est extrémement fine et complexe, et d’importants
dysfonctionnements peuvent survenir si 'une ou l'autre des composantes de cette balance est
altérée (Boehringer et al., 2017), ce qui est le cas dans la MA (Brady et Mufson, 1997).
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IIl. La balance excitation/inhibition

Dans le cortex et 'hippocampe, on trouve plusieurs types de neurones qui peuvent étre
classés en 3 grandes catégories : les cellules granulaires, les cellules pyramidales et les
interneurones (sous-entendu, inhibiteurs). La distinction entre ces types fondamentaux de
cellules nerveuses a été faite il y a prés de 100 ans par le neurobiologiste espagnol Santiago
Ramén y Cajal, sur la base de critéres morphologiques (Figure 19) (Lopez-Munoz et al., 2006).
Aujourd’hui, on les différentie aussi par leur capacité a activer les neurones post-synaptiques,
pour les cellules pyramidales et granulaires, ou a inhiber I'activation des neurones post-

synaptique, pour les interneurones.

Figure 19 : Dessins originaux de coupe de cervelet des premiers travaux de Santiago Ramén y
Cajal (1988). D’apres (Lopez-Munoz et al., 2006).

Les neurones pyramidaux (Figure 20), cellules excitatrices, représentent environ 80-90% du
nombre total de neurones en fonction des régions cérébrales. Ces neurones possedent une
longue dendrite apicale, orientée verticalement, plusieurs dendrites basales et un axone qui
peut se projeter a de grandes distances dans d’autres régions du cerveau (Bekkers, 2011,
Spruston, 2008). Si toutes les cellules pyramidales ont une morphologie commune, de
nouvelles approches génétiques et moléculaires ont permis de mettre en évidence des sous-
types distincts (Nelson et al., 2006; Spruston, 2008). Les cellules pyramidales recoivent des
milliers de contacts synaptiques et utilisent le glutamate comme neurotransmetteur permettant
la dépolarisation de la membrane des neurones post-synaptiques (Figure 21 ; A). Elles sont

en guelque sorte le support essentiel au traitement et a la transmission d’informations.
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Figure 20 : Relations entre des cellules inhibitrices (cellule bistratifiée, cellule chandelier et
cellule & panier) et une cellule pyramidale. D’apres (DeFelipe et Farinas, 1992)

Neurone Neurone
A excilateur B excitateur

Liberation
Glutamate

Neurone
posl-synaplique

Neurone
posl-synaplique

Libération
GABA

Neurone Neurone
inhibiteur inhibiteur

Figure 21 : Modeles d’un réseau neuronal simplifié en fonction de [’activation d’'un neurone
excitateur (A) ou inhibiteur (B)

Les interneurones (Figure 20) sont en comparaison peu nombreux (environ 10-20% du
nombre total de neurones), mais chacun d’entre eux peut contrdler I'activité de plusieurs
centaines voire milliers de cellules pyramidales par le biais de connexions synaptiques
dendritiques, somatiques, péri-somatiques, ou axo-axoniques. L’activation d’un interneurone
provoque la libération de neurotransmetteurs, GABA ou glycine, induisant une
hyperpolarisation des neurones post-synaptiques (Figure 21 ; B). Ce sont donc les neurones
responsables du contrdle « local » de I'activité d’autres neurones et sont trés variés dans leur
forme et leur fonction (Alger et Nicoll, 1982; Andersen et al., 1963; DeFelipe et Farinas, 1992)
(cf introduction 4.e). lls permettent le contréle temporel et donc la synchronisation de la
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succession de charges/décharges des neurones post-synaptiques, faisant émerger une

activité neuronale rythmique/répétitive qui est appelée oscillation (Figure 22).
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Figure 22 : Modéle d’activation d’une seule cellule générant des potentiels d’actions permettant
de former une oscillation. Un potentiel d’action peut se former lors que la membrane de repos se
charge positivement jusqu’au seuil d’activation de la cellule correspondant a la phase ascendante
(A : charge, B : zone grise) avant de retourner a son potentiel de membrane au repos en se
chargeant négativement correspondant a la phase descendante (A : décharge, B : zone blanche).
La succession de cette action permet la visualisation d’une oscillation. D’apres (Buzsaki, 2006).

Les oscillations cérébrales, que l'on peut observer sur les enregistrements de grandes
populations de neurones comme un électroencéphalogramme (EEG) ou un potentiel de
champ (Local Field Potential, LFP), sont donc la conséquence de l'activation synchrone de
populations de neurones. Selon Buzsaki: « la synchronisation est I'un des moteurs les plus
persuasifs de la nature, allant des atomes aux neurones, du marché boursier a l'ouragan. La
synchronie se produit lorsque certaines forces rassemblent les événements dans une fenétre
temporelle donnée, déterminée par une constante de temps systématique intégrée dans le
systeme » (Buzsaki, 2006). Des oscillations peuvent ainsi étre observées a toutes les échelles
du vivant et de I'environnement, et nous ne pouvons imaginer un monde sans elles. En
neurobiologie, la synchronisation de populations neuronales est un événement important voire
indispensable au bon fonctionnement du systéme nerveux central (Buzsaki et Watson, 2012;
Yizhar et al., 2011b). Dans toutes les aires cérébrales, l'activité des populations neuronales
est constamment en changement entre synchronie et asynchronie en fonction des différents
stimuli recus du monde extérieur (Zheng et al., 2016; Zold et Hussain Shuler, 2015), mais

aussi des signaux internes (Colgin et al., 2009; Kim et al., 2013; Stenner et al., 2014).

La synchronisation de lactivité neuronale est essentielle a la bonne propagation des
informations mais aussi aux processus cognitifs (Singer, 1993). Par ailleurs, il a été mis en
évidence que plusieurs pathologies associées a des troubles cognitifs, comme la
schizophrénie (Chen et al., 2014; Nakazawa et al., 2012; Woo et al., 1998), 'autisme (Pizzarelli
et Cherubini, 2011; Rapanelli et al., 2017; Takano, 2015), ou encore la MA (Brown et al., 2018;
Frere et Slutsky, 2018; Lam et al., 2017; Palop et Mucke, 2009; Styr et Slutsky, 2018; Verret
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et al., 2012) présentent une altération du fonctionnement des interneurones qui entraine un

déséquilibre de la balance E/I.

Ainsi, I'équilibre de la balance E/I est complexe, fragile, et peut étre perturbée par 'altération
du fonctionnement des neurones inhibiteurs et/ou excitateurs. Par exemple, bloquer I'inhibition
par le biais d’antagonistes des récepteurs au GABA (bicuculline, picrotoxin, pentylenetetrazol
(PTZ)) provoque une activité anormale des cellules excitatrices, résultant en une
hypersynchronie pouvant conduire & une crise d'épilepsie (Dhir, 2012; Klioueva et al., 2001;
Ramwell et Shaw, 1965; Soderfeldt et al., 1981). De la méme maniére, amplifier I'excitation
par le biais d’agonistes des récepteurs glutamatergiques (acide kainique) aboutit aux mémes
résultats (Bertoglio et al., 2017; Sperk et al., 1983; Sperk et al., 1985). Par ailleurs, ces agents
pharmacologiques sont utilisés pour mimer I'épilepsie dans des modéles animaux. Ainsi, une
des conséquences de l'altération de la balance E/I que I'on peut retrouver dans la MA est

I'hypersynchronie neuronale plus communément appelée épilepsie.

« Epilepsy is an illness of various shapes— and horrible. » « L'épilepsie est une maladie de
diverses formes— et horrible. » —Aretaeus of Cappadocia, ancient Greek physician (Temkin
O (1994) The falling sickness: a history of epilepsy

a. Hypersynchronie/Epilepsie

Jusqu’en 2005, I'épilepsie était définie comme une maladie cérébrale caractérisée par
'apparition non prédictible et récurrente de linterruption du fonctionnement « normal » du
cerveau (Fisher et al., 2005). La premiére description acceptée par la communauté scientifique
est proposée par la Ligue Internationale contre I'Epilepsie (ILAE), définissant la crise
d’épilepsie comme étant une manifestation transitoire de signes et / ou de symptdmes dus a
une activité neuronale excessive ou une activité neuronale hypersynchrone dans le cerveau.
L’épilepsie se caractérise par une prédisposition a générer au moins une crise d’épilepsie
(Fisher et al., 2005). Cependant, une nouvelle définition est proposée en 2014 par I'lLAE
(Fisher et al., 2014) ajoutant de nouveaux critéres. Ainsi, il faut maintenant présenter au moins
deux crises en moins de 24 heures pour étre considéré épileptique. En effet, ces crises
devraient augmenter le risque général de récurrence (60%) d’'une nouvelle crise spontanée
dans les 10 ans. Cependant, si aucune crise ne survient aprés 10 ans (dont 5 ans sans
médication contre I'épilepsie), le patient est considéré comme guéri. Ayant ses avantages et
ses limites, cette définition verra surement de nouvelles versions dans les années a venir
(Malkan et Beran, 2014).

L’étiologie de I'épilepsie peut se diviser globalement en 3 catégories : les causes génétiques,

structurelles ou métaboliques, ou encore les causes idiopathiques. Les cas des causes
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génétiques impliquent la présence d’'une ou plusieurs mutations entrainant une augmentation
de lincidence de I'apparition de la maladie. Le cas le plus connu est le syndrome de Dravet
qui a été décrit pour la premiére fois en France et dont I'étiologie fut découverte en 2001 (Claes
et al., 2001; Dravet, 2011). Ce syndrome se caractérise par de sévéeres crises myocloniques
(contraction et relaxation trés rapides des muscles) chez I'enfant causées par une mutation du
géne SCN1A (Marini et al., 2011; Ohmori et al., 2006). Ce géne code pour la sous-unité du
canal sodique voltage-dépendant Nav1.1 (Goldin et al., 2000), qui est un élément critique pour
linitiation et la propagation des potentiels d’actions, puisqu’il est responsable de la
dépolarisation initiale de la membrane cellulaire. La sous-unité Navl.l est présente
principalement sur les axones des interneurones a parvalbumine (PV) (Ogiwara et al., 2007a).
Dans le cadre d’'une mutation SCN1A, la fonction du canal sodique voltage-dépendant peut
étre perdue ou modifiée (Depienne et al.,, 2009; Yamakawa, 2005), résultant en une
perturbation de 'activité des interneurones PV et un déséquilibre de la balance E/I a I'origine
des crises épileptiques (Yu et al., 2006).

Certaines maladies ou événements structurels ou métaboliques peuvent également affecter
le cerveau et étre associés a une augmentation des risques de développement de I'épilepsie.
Ainsi, la présence de tumeurs, de Iésions, de scléroses, ou encore les accidents vasculaires
cérébraux peuvent étre des éléments initiateurs de I'épilepsie (Falconer et al., 1964; Luhdorf
et al., 1986; Luyken et al., 2003). C’est le cas également d’autres perturbations neurologiques,

comme la maladie d’Alzheimer (Cf introduction 3.a et 3.c)
b. Crises d’épilepsie et pointes interictales

Une crise épileptique peut avoir des conséquences plus ou moins visibles sur le comportement
de l'individu (crise tonico-clonique avec contraction/relaxation des muscles a une fréquence
trés rapide, crise partielle avec ou sans perte de conscience...). Sur le plan
électroencéphalographique, une crise épileptique commence par une perte de l'activité de
« fond » du cerveau, qui va étre associée a une activité rythmique de haute amplitude (ondes
rapides et lentes), puis devenir une activité rapide de faible amplitude avant d’atteindre des
activités paroxystiques dues a des synchronisation excessives durant plusieurs secondes
(Figure 23; B) (Engel, 1996; Raimondo et al., 2015). En dehors de ces crises, des
évenements sans signe cliniqgue observé et de plus courte durée peuvent se produire : des
décharges interictales, ou complexes d'ondes interictales qui sont des événements rythmiques
de grande amplitude durant de 1 a 5 s (Ebus et al., 2012; Zilberter et al., 2013), ou encore des
pointes interictales, appelées pointes-ondes ou anomalies épileptiformes, qui sont des
déflections positives ou négatives de 'EEG d’amplitude supérieure a la ligne de base durant
moins de 50 ms (Figure 23 ; C) (Bezzina et al., 2015b; Javidan, 2012; Williamson et al., 1993).
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Figure 23 : Traces de I'enregistrement EEG provenant de (A) une souris de souche sauvage, (B)
une souris portant la mutation hétérozygote Scn8a, gene responsable de |'encéphalopathie
épileptique, au cours d’une crise d’épilepsie, et (C) une souris portant la méme mutation
génétique et présentant une pointe épileptiforme. D’aprés (Wagnon et al., 2015).

Dans cette thése nous parlerons essentiellement des pointes interictales (Inter Ictal Spikes,

IIS) comme phénoméne épileptique observable dans la MA.

c. Epilepsie et Alzheimer

Occurrence des I1S en fonction du cycle veille-sommeil

Le lien entre épilepsie et cycle veille-sommeil a été remarqué dés I'’Antiquité (Passouant, 1984;
Temkin, 1994), et soutenu depuis par de nombreuses études scientifiques (Ahmed et Vijayan,
2014; Chokroverty, 2017; Lambert et al., 2018; Sen et al., 2018).

On peut différencier plusieurs états de vigilance chez les mammiféeres : I'éveil (Ev), et le
sommeil, dont le sommeil paradoxal (SP), aussi appelé sommeil aux mouvements oculaires
rapides (Rapid Eye Movement), et le sommeil lent (SL). Pendant un épisode de SL, les
enregistrements EEG sont marqués par une activité oscillatoire a basse fréquence (ondes
lentes) mais tres grande amplitude. En revanche, l'activit¢ EEG lors du SP ressemble a
I'activité observée lors de I'éveil; il est caractérisé par des oscillations a plus hautes fréquences
que le sommeil lent, mais moins amples, une activité proche de l'activité lors de I'éveil actif
(Figure 24) (Brown et al., 2012).

L’hypothése actuelle est que le sommeil favoriserait les 1IS. En effet, des études chez des
patients adultes atteints d'épilepsie focale montrent que la fréquence de ces IIS augmente
avec la profondeur du SL, mais diminue lors du SP, au cours duquel 'activité cérébrale est

trés proche de celle observée pendant I'éveil (Baghbani et al., 2018; Foldvary-Schaefer et
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Grigg-Damberger, 2009; Jain et Kothare, 2016; Lambert et al., 2018; Malow et al., 1998; Ng

et Pavlova, 2013; Sammaritano et al., 1991).
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Figure 24 : Enregistrement EEG d’un cerveau humain (gauche) et de rat (droite) au cours des
différents états de vigilance (Wakefulness : éveil, NREM : sommeil lent, REM : sommeil
paradoxal). D’apres (Brown et al., 2012).

Cette augmentation de la fréquence des IIS préférentiellement lors du SL est aussi retrouvée
chez les patients MA souffrant d’épilepsie (Lam et al., 2017; Mendez et Lim, 2003). Par ailleurs,
le premier enregistrement intra-hippocampique chez des patients MA sans historique de crises
d’épilepsie, a été récemment réalisé et indique la présence de pointes |IS pendant le sommeil
(Lam et al., 2017). Brown et collaborateurs ont repris ces résultats pour les comparer a une
autre patiente présentant une altération modérée des capacités mnésiques (aMCl : amnestic
mild cognitive impairment) représentant un stade précoce de la MA. lls ont analysé les IIS en
fonction des différents états de vigilance (Figure 25) (Brown et al., 2018) et confirmé que ces
événements interictaux ont lieu majoritairement lors du SL et que leur occurrence diminue au
cours du SP et de I'éveil. La présence des phénoménes épileptiques chez les patients MA

pourrait avoir un impact sur 'avancé des troubles cognitifs voir méme les amplifier.
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Patient 1 (AD dementia) Patient 2 (aMClI)

Total Average Total Average
hours in spike rate hours in spike rate
Sleep stage record  (spikes/hour) record (spikes/hour)

Wake 4.7 11 5.2 329
NREM1 0.7 31 1.5 670
NREM2 21 80 3.8 739
NREM3 1.4 62 3.1 903
REM Q n/a 0.7 158

Figure 25 : Fréquence moyenne d’lIS (spike) dans le cortex median-temporal-lateral au cours des
différent états de vigilance chez un patient Alzheimer (patient 1) et un sujet aMClI (patient 2).
D’aprés (Brown et al., 2018)

Prévalence de 1’épilepsie dans la MA et impact cognitif

Beaucoup de temps s’est écoulé entre la description de la MA et I'acceptation scientifique de
sa forte prévalence avec I'épilepsie. Pourtant, dés les années 50, plusieurs études ont souligné
la présence de crises d’épilepsie chez certains patients atteints de la MA (Frey et Sjogren,
1959; Gordon et Sim, 1967). Au fur et 2 mesure de I'avancée des recherches et des moyens
d’investigation de l'activité cérébrale, de plus en plus de cas d’épilepsie sont diagnostiqués
chez les patients MA (Figure 26) (Armon et al., 2000; Berkovic et al., 1995; Chandra et al.,
1986; Hauser et al., 1986; McAreavey et al., 1992; Mendez et al., 1994; Risse et al., 1990;
Romanelli et al., 1990; Volicer et al., 1995).
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Figure 26 : Nombres d'articles publiés dans PubMed depuis 1956 avec les mots clefs : "Alzheimer"
et "epilepsy". D’apres https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.

Aujourd’hui, il est reconnu que les patients atteints de la MA ont une prévalence a I'épilepsie
pouvant aller de 1.5 a 64 % suivant les cohortes (Amatniek et al., 2006; Bernardi et al., 2010;
Cheng et al., 2015; Friedman et al., 2012; Volicer et al., 1995). Malgré la variabilité de certaines
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études, la moyenne de cette prévalence est estimée entre 10 et 20 % (Amatniek et al., 2006;
Beagle et al., 2017; Palop et Mucke, 2009; Scarmeas et al., 2009) pour les cas de MA
sporadique. En effet, I'activité épileptique est encore plus marquée dans lors des stades
précoces de la MA de type FAD autosomique (Noebels, 2011; Palop et Mucke, 2009; 2010).
Ainsi, il a été rapporté des convulsions chez quelques patients atteints de FAD et porteurs
d’'une mutation sur le géne PSEN1 (66 mutations différentes) (Larner et Doran, 2006; Zarea
et al., 2016), chez 31% des patients MA porteurs d’'une mutation sur le géne PSEN2 (Jayadev
et al., 2010; Zarea et al., 2016), et chez 58% des patients FAD porteurs de duplications du
gene APP (Cabrejo et al., 2006; McNaughton et al., 2012; Zarea et al., 2016).

Lorsqu’il a été demandé a des patients seulement épileptiques (1023 patients au total) de
classer par rang et de facon subjective les problémes potentiels qu’ils avaient rencontrés,
l'altération des capacités cognitives a été classée au plus haut rang (Fisher et al., 2000). De
nombreuses études ont confirmé ce que les patients ressentaient par des batteries de tests
neuropsychologiques évaluant les fonctions intellectuelles (Ql), I'attention, les fonctions
exécutives, les perceptions visuelles et spatiales, le langage, I'apprentissage, la mémoire et
l'oubli (Bell, 2012; Blake et al., 2000; Glikmann-Johnston et al., 2008; Gregory et al., 2015;
Helmstaedter et al., 1991; Hermann et Seidenberg, 2007; Hermann et al., 1997; Marques et
al., 2007; Muhlert et al., 2011; Oyegbile et al., 2004; Wilkinson et al., 2012; Zhang et al., 2009).
Plusieurs études établissent effectivement un lien entre évenements épileptiques et mémoire
(Binnie, 2003; Gelinas et al.,, 2016; Holmes et Lenck-Santini, 2006; Kleen et al., 2013;
Shewmon et Erwin, 1988).
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Figure 27 : Nombre de réponses correctes ou incorrectes a différentes taches cognitives en
fonction de la présence ou de I'absence d’llIS sur I’EEG d’une enfant de 13 ans atteinte d’épilepsie
infantile bilatérale. La présence d’lIS dans I’hémisphere droit lors d’une tache spatiale augmente
le nombre d’erreurs alors que la tache verbale réprime I’apparition d’lIS. D’aprés (Binnie, 1993;
2003)

Ainsi, la présence d’lIS dans I'hémisphére droit s’associe a une augmentation du nombre
d’erreurs lors d’'une tache spatiale, alors que I'exécution d’'une tache verbale apparait réprimer

'apparition d’lIS dans I’hémisphére gauche (Figure 27) (Binnie, 1993; 2003). Chez les patients
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épileptiques, les IIS pourraient perturber les fonctions cognitives et inversement I'activité

cognitive pourrait réprimer ou faciliter I'apparition des IIS dans les aires corticales concernées.

Les mécanismes par lesquels les activités épileptiques perturbent les fonctions cognitives
restent largement incompris. En effet, il est possible que les hypersynchronies, sous la forme
de crises ou des IS, perturbent de facon ponctuelle les processus mnésiques; les
remodelages anatomo-fonctionnels induits par I'épilepsie au sein de I'hippocampe peuvent
suffire a expliquer des troubles de la mémoire; ou encore, les déficits mnésiques peuvent étre
associés a la cause de I'épilepsie (accident cérébral, ...) sans étre reliés directement aux
crises ni aux IS elles-mémes. Ce lien entre activités épileptiques et troubles cognitifs pose la
guestion de la contribution de ces activités cérébrales aberrantes dans les déficits mnésiques
chez les patients MA. Cependant peu d’études ont a ce jour cherché la présence de IIS chez
les patients MA, malgré lintérét que cela pourrait représenter pour la compréhension de
I'origine des déclins cognitifs associés a la pathologie. Keith Vossel et ses collaborateurs ont
récemment montré que la présence de crises d’épilepsies (au moins 2 crises) chez les patients
atteints de la MA est associée a un déclin cognitif plus précoce (64.8 vs 70.3 ans par rapport
aux patients ne présentant pas d’épilepsie), et il en va de méme avec les patients MA
présentant seulement des activités épileptiformes (58.9 vs 70.3 ans) (Vossel et al., 2013).
Dans une autre étude, Vossel et collaborateurs ont étudié I'incidence des IS chez des patient
MA n’ayant jamais eu de crises d’épilepsie. lls ont pu détecter des IS chez 42.3% des patients
MA et 10.5% des sujets contréles. lls ont suivi ses patients sur plusieurs années et ont observé
que ceux présentant des IIS montrent un déclin cognitif plus rapide sur I'échelle de MMSE (3.9
points par an) comparés aux patients ne présentant pas de IIS (1.6 point par an) (Vossel et
al., 2016).

Ces observations ont permis de consolider 'hypothése émise par Jorge Palop et ses
collaborateurs quelques années auparavant, établie sur la base d’observations sur les
modeles animaux de la MA, et selon laquelle la présence d’activités cérébrales anormales
contribue aux troubles cognitifs observés chez les patients atteints de la MA (Palop et Mucke,
2009).

Activités cérébrales aberrantes dans les modeles animaux de la MA

L’utilisation d’animaux modéles de I'épilepsie ou de la MA a largement contribué a la
compréhension des mécanismes sous-tendant le lien entre crises/lIS et altération des
fonctions cognitives (Artinian et al., 2015; Chapman, 2000; Frautschy et al., 1991; Holmes et
Lenck-Santini, 2006; Hsiao et al., 1996; Hsiao, 1995; Khan et al., 2010; Kleen et al., 2010;
Raber et al., 2000).
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Par exemple, I'effet des IIS sur les propriétés des cellules de lieu a été étudié chez des rats
modéles de I'épilepsie. Comme dit précédemment, les cellules de lieu de CAl et CA3
déchargent préférentiellement lorsque I'animal se trouve dans un endroit spécifique de
I'environnement, le champ de lieu. Plus I'animal est familier avec un environnement et plus les
champs de lieu sont stables dans le temps et I'espace (Figure 28 ; A). Cependant, dans
I'hippocampe de rats épileptiques (modele lithium/pilocarpine), ces champs de lieu sont moins
précis dans I'espace et sont moins stables dans le temps, et la performance des animaux en
mémoire spatiale est altérée (Figure 28 ; B) (Liu et al., 2003). De la méme maniére, les souris
modeéles de la MA (lignée Tg2576) présentent a un age avancé (16 mois) une dégradation de
la précision des champs de lieu qui serait liée a leurs mauvaises performances cognitives
spatiales, contrairement aux souris MA jeunes (3 mois) et des souris agées NTg (Figure 28 ;
C-D) (Cacucci et al., 2008). Ces souris MA ont donc, comme les rats modéles d’épilepsie, une
représentation altérée de leur environnement au sein de leur hippocampe. Ces études mettent
en lumiére le lien étroit entre précision et stabilité des cellules de lieu, et la performance en
mémoire spatiale. La question de pourquoi cette stabilité est altérée dans les deux modéles

reste cependant ouverte.
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Figure 28 : Champs de lieu dans un open field d’un rat contréle (A) et d’un rat modéle d’épilepsie
(injection IPlithium/pilocarpine) (B) d’apres (Liu et al., 2003), et d’'une souris dgée (C) et d’une
souris Tg2576 modéle de la MA (D) d’apres (Cacucci et al., 2008).

Une explication potentielle sur 'impact des activités épileptiques sur les capacités cognitives
pourrait résider dans les modifications structurales induites par I'épilepsie. En effet,
I'hypersynchronie engendre de nombreuses réorganisations cérébrales, particulierement dans
I'hippocampe. Ainsi, chez 'humain, les premiéres observations montrent une diminution du
nombre d’interneurones exprimant la somatostatine dans le DG (Robbins et al., 1991), mais
aussi de ceux exprimant le neuropeptide Y et la calrétinine dans le hile (Figure 29) (de
Lanerolle et al., 1989; Magloczky et al., 2000; Toth et al., 2010). Cependant si certains types
d’interneurones ne semblent pas diminués en nombre, comme ceux exprimant la PV, ils
subissent néanmoins des réorganisations morphologiques de leurs projections (Andrioli et al.,
2007; Babb et al., 1989; Sloviter et al., 1991; Toth et al., 2010). Ainsi, il est admis que la
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perturbation des interneurones entraine une hyperexcitabilité de cellules excitatrices et une
réorganisation du réseau neuronal, ou inversement (Hedrich et al., 2014; Kumar et
Buckmaster, 2006; Woo et al., 2002).
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Figure 29 : Altérations cellulaires et moléculaires au niveau du gyrus denté hippocampique chez
les souris MA et modéle d’épilepsie. CB : calbindine, PV : parvalbumine, SOM : somatostatine,
NPY : neuropeptide Y. hAPPrap : modele murin de la forme familiale de la maladie d’Alzheimer.
Orange : expression du NPY dans les cellules granulaires, bleu : interneurone en panier exprimant
la parvalbumine, Vert : interneurone hilaire. D’aprés (Palop et al., 2007)

Si ceci est vrai pour I'épilepsie, cela I'est aussi pour la MA mais avec des conséquences
différentes dans le réseau neuronal (Figure 29). Cela a en premier été mis en évidence chez
les souris modéles de la MA par 'administration d’agents pharmacologiques proconvulsifs qui
provoquent une hyperexcitablité neuronale (PTZ, kainate), ce qui résulte en une augmentation
de la sévérité des crises d’épilepsie chez les souris modéles de la MA par rapport aux souris
contréles. Ce constat permet de mettre en évidence de facon indirecte un déséquilibre entre
inhibition et excitation neuronales dans les modéles murins de la MA (Born et al., 2014; Chan
et al., 2015; Del Vecchio et al., 2004; Palop et al., 2007; Roberson et al., 2011; Westmark et
al., 2008). Puis, Palop et ses collaborateurs ont montré pour la premiére fois en 2007 que des
souris modéles de la MA, issues de la lignée hAPPJ20, présentent une activité neuronale
excitatrice aberrante, c’est-a-dire des crises épileptiques non-convulsives spontanées dans
les réseaux corticaux et hippocampiques, et que cela était associé au bourgeonnement
ectopique des synapses GABAergiques induisant des déficits de plasticité synaptique dans le
DG (Figure 29) (Palop et al., 2007). Cet article a été le déclencheur de nombreuses autres
recherches sur la transmission GABAergique dans la MA, son rdle dans I'occurrence des
activités cérébrales aberrantes, ainsi que son lien avec les déficits cognitifs observés
(Noebels, 2011; Palop et Mucke, 2009; 2016; Siskova et al., 2014; Verret et al., 2012). En

effet, bien que 'on ne sache pas encore précisément comment les activités épileptiques
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s’installent dans la MA, plusieurs études ont mis en évidence une dérégulation précoce de la
balance E/I au cours de la MA (Figure 30). Ainsi, il a récemment été montré dans notre équipe
gue les souris Tg2576 présentent des IS dés 6 semaines sur leur EEG, c’est-a-dire avant
'apparition des dépdts amyloides et des troubles cognitifs (Bezzina et al., 2015b). Cela a été
confirmé chez le méme modele de souris a un age encore plus précoce (5 semaines) peu de
temps aprés (Kam et al., 2016).
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Figure 30 : Modele du dysfonctionnement du réseau neuronal induit par AB. La surproduction du
peptide A induirait une hyperexcitabilité neuronale qui mettrait en place de phénoméne
compensatoire inhibiteur qui finalement participerait a I’hyperactivité du réseau. D’apres (Palop
et al., 2007).

Ainsi, il parait intuitivement évident que la prévention ou l'interruption des activités épileptiques
pourrait se révéler étre une nouvelle approche intéressante pour ralentir la progression du

déclin cognitif chez les souris et les patients atteints de la MA.

Utilisation d’antiépileptiques dans le cadre de la MA

En accord avec I'hypothése selon laquelle les crises d’épilepsie et/ou les activités IIS sont
délétéres pour les fonctions mnésigues (Holmes et Lenck-Santini, 2006), certains traitements
antiépileptiques ont été utilisés avec succes afin de réduire les troubles mnésiques de sujets
aMCI (Bakker et al., 2012), ou de rongeurs modéles de la MA (Sanchez et al., 2012; Vossel
et al., 2017). Cependant, le choix de I'antiépileptique est crucial. Si le levetiracetam est en
mesure de diminuer la fréquence des IIS sur le modéle hAPPJ20 de la MA, d’autres
antiépileptiques se sont montrés inefficaces pour réduire les activités épileptiques dans ce
modele (vigabatrin, gabapentin, ...), voire induisent une aggravation du phénotype épileptique
des souris MA (phénytoine, pregabalin, carbamazepine) (Sanchez et al., 2012; Verret et al.,
2012). De maniére intéressante, la phénytoine, qui aggrave le phénotype épileptique des
souris hAPPJ20, fait partie des antiépileptiques mal tolérés par les patients MA (Vossel et al.,
2013). Or, les souris hAPPJ20, comme les patients MA, présentent une diminution de la
guantité du canal sodique Navl.1 sur les interneurones PV qui est en partie responsable de

la dérégulation de la balance E/I et de I'apparition de ces évenements épileptiques (Verret et
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al., 2012), comme observé chez souris modeles d’épilepsie (Yu et al., 2006). La phénytoine
fait partie de la classe des bloqueurs de canaux sodium voltage-dépendants (Voltage-Gated
Sodium Channel, VGSC). Sa présence induit donc un blocage des canaux sodiques restant
sur les interneurones, ce qui aurait pour conséquence d’aggraver le phénotype épileptique
chez les souris hAPPJ20 et les patients MA. Cependant, un travail récent rapporte que la
phénytoine induit a [linverse une diminution de la fréquence des IS des souris
APPswexPS1dE9, un autre modele de la MA (Ziyatdinova et al., 2011). Il est possible que ces
souris, qui portent une mutation affectant directement l'activité sécrétase en plus de la
surexpression d’'une forme d’APP mutée, ne présentent pas les mémes altérations des canaux
sodiques sur les interneurones et donc les bloqueurs de VGSC n’auraient pas le méme effet
dans ce modéle. En effet, en plus de leur réle dans le métabolisme de 'APP, les sécrétases
sont impliquées dans le clivage de la sous-unité Navp2 de Nav1.1 (Kim et al., 2007), et la
mutation PS1dE9 pourrait altérer différemment la régulation de I'excitabilité des interneurones

et donc la balance E/I.

Un autre exemple de potentialisation de I'épilepsie chez les souris MA est la réaction
inflammatoire. Nous avons vu (Cf introduction 1.c) que c’est un des phénoménes de la MA qui
pourrait participer a 'altération des synapses, et par conséquent contribuer indirectement a
I'hyperexcitabilité des neurones (Palop et Mucke, 2010; Vezzani et al., 2011). Cependant, un
travail récent indique que les souris APPswexPS1dE9 génétiquement déficientes en IL-18,
une cytokines pro-inflammatoires, développent une épilepsie létale précoce due a une

augmentation de la transmission neuronale (Tzeng et al., 2018).

Nous avons vu que l'altération de la balance E/I est un événement précoce au cours de la MA,
et que cela contribuerait aux déficits cognitifs observés. Certaines des anomalies du
fonctionnement cérébral sont facilement observables comportementalement (crise épileptique
myoclonique) ou sur un EEG (IIS, crises non-convulsives). Cependant ces modifications de
l'activité cérébrale peuvent n’étre que la partie émergée de conséquences plus subtiles d’une

perturbation de la balance E/I, comme sur les oscillations cérébrales.
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IV. Les oscillations cérébrales et Maladie d’Alzheimer, en fonction
des etats de vigilance

a. Caractéristiques des oscillations

L'activité du systéme nerveux central est basée sur I'activité synchrone de grandes populations
de neurones plus ou moins éloignées anatomiquement. Ces activités synchrones se traduisent
par la présence de différentes oscillations qui sont variables en fréquences (en Hertz : Hz), et
dont la puissance sur I'EEG refléte le statut comportemental de I'animal (Buzséki et Watson,
2012).

Les différentes oscillations cérébrales se caractérisent principalement par leur bande de
fréquence, dont les limites peuvent varier sensiblement en fonction de I'espece étudiée. Par
exemple, on distingue chez ’humain les oscillations delta (1,5-4 Hz), les oscillations théta (4-
8 Hz), les oscillations alpha (8-12 Hz), les oscillations béta (10-25 Hz), les oscillations gamma
(30-80 Hz), les oscillations rapides (80-200 Hz) et ultra-rapides (200-600 Hz). Dans mon travail
de thése, nous considérerons les bandes de fréequence suivantes : les oscillations delta (1-3
Hz), les oscillations théta (4-12 Hz), les oscillations béta (13-30 Hz) et les oscillations gamma
(30-100 Hz) et plus précisément les oscillations gamma dites « lentes » (40-80 Hz) et
« rapides » (80-100 Hz), déterminées a partir d’études spectrales réalisées chez la souris et
le rat (Buzsaki et Draguhn, 2004; Zheng et al., 2016) et adaptées aux spectres obtenus chez
les souris Tg2576 (Bezzina et al., 2015a).

Chacune de ces différentes oscillations qui composent le signal EEG peuvent étre analysées
par une transformée de Fourier (FFT) permettant d’en mesurer la puissance. En effet, la FFT
décompose un signal oscillatoire complexe en la somme de fonctions sinusoidales d’'une
fréquence donnée (Figure 31; A). Le spectre du signal (Figure 31; B) est alors la
représentation de 'amplitude de chaque fonction sinusoidale de fréquence donnée (Figure
31 ; C). La puissance est le carré de 'amplitude, mesure qui peut varier avec le temps. Une
oscillation peut étre découpée en phase qui indique ou l'on se trouve a un instant t dans le
cycle (de 0 a 360°) (Figure 31 ; C). Si on considére I'ensemble des oscillations de fréquences
différentes de 'EEG (spectre), 'amplitude des oscillations EEG diminue avec la fréquence de

celles-ci (Freeman et al., 2000).
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Figure 31 : Décomposition du signal EEG par la transformée de Fourier et mesure d’une fonction
oscillante (A) Décomposition d’un signal complexe nommé A en oscillations (fonctions
sinusoidales) de fréquence 1 a 4. (B) Spectre du signal A, représentation de I'amplitude de
chacune des fonctions sinusoidales en fonction de leur fréquence. (C) Principales mesures
caractéristiques d’une oscillation. D’apres http://xymaths.free.fr/MathAppli/Fourier/Transformee-
de-Fourier.php.

b. Les oscillations Alpha et Béta
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Figure 32 : Signal EEG filtré pour les bandes de fréquences correspondants aux oscillations Alpha
(A) et béta (B). D’apres (Georgieva et al., 2014).

Les premieres oscillations cérébrales qui ont été mises en évidence sont les ondes alpha (8-
12 Hz) et les ondes béta (13-30 Hz) (Berger, 1929) (Figure 32). Les oscillations alpha
proviennent principalement du lobe occipital. Elles sont généralement présentes pendant la
relaxation éveillée avec les yeux fermés (Lagopoulos et al., 2009). Plus récemment, il leur a
été attribué des réles dans I’ « inhibition » des autres oscillations, ce qui seraient étroitement

liés aux fonctions de I'attention correspondant & la suppression et sélection des informations

39



pertinentes (Hanslmayr et al., 2011; Klimesch, 2012; Milton et Pleydell-Pearce, 2016; Samaha
et al., 2017). Or, il a été mis en évidence dés le début des années 80 une diminution de la
puissance des oscillations alpha pendant un état de repos chez les patients MA (Giaquinto et
Nolfe, 1986), ce qui a été par la suite confirmé par de plus récentes études (Babiloni et al.,
2004, Babiloni et al., 2011; Moretti et al., 2004). Cette altération des oscillations alpha pourrait
révéler une perturbation de I'état de relaxation dans le cadre de la MA, mais aussi une possible

altération des processus attentionnels.

On associe souvent les oscillations alpha aux oscillations béta, car ce sont des activités
cérébrales qui s’observent souvent 'une a la suite de l'autre. En effet, la puissance des ondes
alpha est élevée lors des états de relaxation alors que les ondes béta sont puissantes pendant
les mouvements, la marche normale ou pendant des moments d’excitation, de concentration
et d’attention (Timbal-Duclaux, 1987). Les ondes béta sont souvent présentes dans le cortex
moteur lors de contractions musculaires (Baker, 2007), et serait la signature d’un « feedback »
du signal sensoriel (Lalo et al., 2007), mais elles sont aussi présentes lors de la répression
d’'un mouvement (Zhang et al., 2008). Tout comme pour les oscillations alpha, les patients MA
présentent une diminution de la puissance des oscillations béta (Babiloni et al., 2004; Babiloni
et al., 2011; Coben et al., 1990; Coben et al., 1983; Giaquinto et Nolfe, 1986). Cependant, il
est important de noter que, dans ces travaux sur les patients MA, seul I'état de repos
(relaxation consciente) a été analysé, et ce pendant des fenétres de temps assez courtes (5
minutes a 1 heure). Si cela peut paraitre pertinent afin d’étudier les oscillations alpha, il serait
intéressant d’étudier les oscillations béta dans d’autres conditions chez des sujets humains.
En I'absence de telles études, les modéles de souris MA permettent d’examiner l'activité
cérébrale dans de nombreuses conditions expérimentales, et des fenétres de temps plus
longues. Cependant, ces oscillations ont été trés peu étudiées chez les souris modéle de la

MA, pour l'instant.

c. Les oscillations Delta

mV

>
>

0 0.2 0.4 0.6 0.8 Is

Figure 33 : Signal EEG filtré pour les bandes de fréquences correspondants aux oscillations
Delta. D’aprés (Georgieva et al., 2014).

Les oscillations delta (slow waves) sont de grandes amplitudes et basses fréquences (0,5-3
Hz) (Figure 33) (Berger, 1929). Leur présence sur 'EEG varie fortement en fonction des états

de vigilance : la puissance des oscillations delta est élevée au cours de I'Ev calme et du SL,
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mais cette activité oscillatoire est quasiment absente au cours du SP (Smith et al., 1977). La
raison d’étre des ondes delta au cours de I'éveil est mal connue mais de plus en plus de
travaux mettent en évidence des liens entre ces oscillations et les processus motivationnels
(Knyazev, 2012; Schutter et Knyazev, 2012; Tyree et al., 2018). De nos jours les ondes delta
lors du SL sont bien caractérisées et sont présentes dans le thalamus et le cortex (Crunelli et
al., 2015; Destexhe et Sejnowski, 2003; Steriade, 1999). Au cours du sommeil, les oscillations
delta permettraient 'émergence de phénoménes de synchronisation discrets et rapides tels
que les « sharp waves ripples » (SWR) (140-200 Hz), c’est-a-dire des ondes tres rapides et
amples au creux desquelles sont nichées des oscillations de faible amplitude et de haute
fréquence (ripples), qui joueraient un réle important notamment dans la consolidation des
souvenirs (Buzsaki et al., 1992; Girardeau et Zugaro, 2011; Marshall et al., 2006). Les ondes
delta peuvent aussi étre associées aux complexes-K, qui consistent en un bref pic de
dépolarisation de grande amplitude suivi par une repolarisation lente (Cash et al., 2009),
souvent suivi par des « sleep spindles » (fuseaux de sommeil) qui sont des bouffées d’'ondes
a 11-15 Hz et durant au moins 500ms (De Gennaro et Ferrara, 2003). Ces fuseaux auraient
aussi un role dans la consolidation mnésique (Mednick et al., 2013). En effet, on observe une
augmentation de la présence de ces fuseaux au cours du sommeil qui suit un apprentissage
(Molle et al., 2009), ce qui constituerait un mécanisme clef de la facilitation synaptique des
cellules pyramidales (Rosanova et Ulrich, 2005; Werk et al., 2005). De plus, les fuseaux
permettraient aussi de moduler la réponse aux stimuli sensoriels pendant le SL afin de
renforcer la consolidation (Cairney et al., 2018; Luthi, 2014). Ainsi, une altération des
oscillations delta pourrait avoir de lourdes conséquences sur la consolidation des souvenirs
pendant le SL, du fait qu’elles permettent 'occurrence des SWR et des fuseaux au cours
desquels on observe une réactivation (« replay ») des réseaux neuronaux activés lors de
lapprentissage (Cairney et al.,, 2018; Girardeau et Zugaro, 2011; Mednick et al., 2013;
Pavlides et Winson, 1989).

Chez les patients MA, on observe une diminution de la fréquence des complexes-K au cours
du SL (Crowley et al., 2005), mais aussi une diminution de la densité des fuseaux en sommeil,
et plus particulierement de ceux de fréquence rapide (13-15 Hz) qui sont positivement corrélés
avec les performances de rappel immédiat mais aussi avec le score de MMSE (Gorgoni et al.,
2016; Rauchs et al., 2008). Il est aussi important de noter que la durée du sommeil pourrait
étre un facteur a prendre en compte lorsqu’on s’intéresse a I'occurrence des SWR et des
fuseaux. En effet, troubles du sommeil (insomnie ou hypersomnie) et altération du rythme
circadien sont identifiés comme des facteurs de risque majeurs pour le développement de
démences (Elwood et al., 2011; Foley et al., 2001; Sterniczuk et al., 2013; Tranah et al., 2011),

et 25 a 66% des patients MA souffrent de troubles du sommeil (Bianchetti et al., 1995;
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Guarnieri et al., 2012). Plus précisément, les patients MA présentent une augmentation de leur
temps d’Ev associée a une diminution du temps passé en SL et en SP (Bonanni et al., 2005;
Liguori et al., 2014, Lim et al., 2014; Moe et al., 1995; Vitiello et al., 1990). Cette diminution du
temps de SL chez les patients MA pourrait donc contribuer & une diminution du nombre de

SWR et/ou de fuseaux en sommeil.

Dans le but de déterminer si une altération du sommeil pourrait étre un facteur de diagnostic
de la MA en phase prodromique, une étude a quantifié les dépositions d’AB parallelement a
I'évolution de la qualité du sommeil autoévaluée chez des patients sains agés (62.4 £ 5.7 ans).
lls ont pu remarquer que les participants reportant un ressenti de quantité de sommeil
insuffisante, des problémes de réveils fréquents et une plus grande somnolence présentaient
des dépbts d’AB dans certaines régions cérébrales sensibles a la MA (Sprecher et al., 2015).
Cependant, I'ampleur de cette déposition d’AB n’est pas corrélée avec le temps de sommeil
total (Spira et al., 2014; Sprecher et al., 2015 ), mais plutét avec le temps d’éveil (Holth et al.,
2017; Liguori et al., 2014 ).

Chez les souris modéle de la MA, de nombreux modéles présentent aussi une augmentation
de I'Ev et une diminution de SL et de SP (Colby-Milley et al., 2015; Huitron-Reséndiz et al.,
2002; Platt et al., 2011; Roh et al., 2012; Schneider et al., 2014; Sethi et al., 2015; Zhang et
al., 2005). Une étude a mis en évidence une altération de la puissance des oscillations delta
gui varie en fonction du nycthémére (Wisor et al., 2005). Ainsi, la puissance de delta est au
plus bas le matin, évoluant vers une augmentation en fin de journée. Par ailleurs, la puissance
de delta pendant le SL est aussi augmentée (Wisor et al., 2005) mais diminuée pendant I'éveil
(Kent et al., 2018; Schneider et al., 2014; Wisor et al., 2005) montrant ainsi que la perturbation
des oscillations delta semble étre dépendante de I'état de vigilance. S’il n’y a actuellement pas
d’étude sur les fuseaux en sommeil chez les souris MA, quelques études ont pu démontrer
gue la fréquence et la structure temporelle des SWR sont altérées dans un modéle de souris
portant une mutation de la protéine tau (rTg4510) ce qui serait d0 a une réduction du controle
inhibiteur dans le réseau hippocampique (Witton et al., 2016). D’autre part, I'injection
d’oligoméres AB dans les ventricules cérébraux de souris de souche sauvage induit une
altération de la mémoire spatiale et du «replay » lors des SWR pendant le SL post-
apprentissage (Nicole et al., 2016). Ainsi, l'altération du SL au cours de la MA, que ce soit
chez les patients ou les souris modeles de la MA, pourrait participer aux déficits cognitifs mais

ces meécanismes sont toujours en cours d’étude.

42



d. Les oscillations Théta
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Figure 34 : Signal EEG filtré pour les bandes de fréquences correspondants aux oscillations théta
en éveil (haut), d’apres (Georgieva et al., 2014), et signal EEG non filtré pendant le sommeil
paradoxal (bas).

La fonction hippocampique est fortement sous-tendue par I'activité oscillatoire théta (Figure
34). En 1975, Kramis, Bland et Vanderwolf proposent qu’il existe deux types de théta dans
I'hippocampe, associés a des réponses comportementales et pharmacologiques différentes
(Kramis et al., 1975). Le théta de type 1 ("résistant a I'atropine") ne serait pas affecté par un
traitement anticholinergique, l'atropine. Il apparaitrait pendant la locomotion, les
comportements "volontaires" et le SP, a une fréquence d'environ 8 Hz. Le théta de type 2
("sensible a l'atropine™) serait éliminé par I'administration d'atropine et apparaitrait pendant

I'immobilité et pendant I'anesthésie induite par l'uréthane, a une fréquence de 4 a 7 Hz.

Les oscillations théta de I'hippocampe dépendent essentiellement des projections de la zone
septale médiane, qui recoit elle-méme des afférences provenant de I'hypothalamus et de
plusieurs zones du tronc cérébral (Stewart et Fox, 1990). Par ailleurs, une Iésion du septum
médian ou son inactivation pharmacologique élimine les deux types de théta. La plupart des
projections du septum médian sur I'hippocampe sont cholinergiques, d’autres sont
GABAergiques ou glutamatergiques. Il est communément admis que l'activité des neurones
cholinergiques n’est pas assez rapide pour que ceux-ci soient a l'origine des ondes théta et
gue, par conséquent, les neurones GABAergiques et/ou glutamatergiques doivent jouer un
réle central dans l'apparition de ces oscillations (Kullmann, 2011; Mann et Paulsen, 2007;
Ujfalussy et Kiss, 2006).

Notion de cohérence, de phase de précession et de couplage

Les oscillations théta sont connues pour étre fortement présentes lors des comportements
actifs, les comportements exploratoires, lors de la formation de la mémoire sémantique, et
elles sont aussi les oscillations principales du SP (Bohbot et al., 2017; Buzséki, 2005; Mitchell
et al., 2008). D'aprés des études électrophysiologiques, la plasticité synaptique peut étre

modulée par ces oscillations théta. En effet, dans la région CAl hippocampique, la
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potentialisation a long-terme (LTP) est préférentiellement induite lors du pic d’oscillation théta
chez I'animal anesthésié, comme en comportement (Holscher et al., 1997; Hyman et al., 2003;
Zilli et Hasselmo, 2006). Ainsi, les oscillations théta peuvent étre le vecteur d’'une plasticité
synaptique dans I'hippocampe. De plus, les oscillations théta contribueraient a l'intégration
des informations sensorielles telle que la nouveauté. En effet, lorsque I'on stimule le systéeme
visuel avec un pattern on/off de stimulation lumineuse et que I'on enregistre dans les corps
geéniculés latéraux et I'hippocampe, on peut observer un pic d’oscillation théta lors des
changements d’état du stimulus, de on a off et de off a on, dans 100% des cas lors de I'éveil
(Gambini et al., 2002; Pedemonte et al., 2005; Spyropoulos et al., 2018). Quant au rble du
théta pendant le SP, celui-ci était débattu au début des années 2000 (Siegel, 2005; Vertes,
2004), mais nombres d’évidences se sont accumulés ces derniéres années sur le role des
oscillations théta dans le traitement des informations sensorielles pendant le SP (Montgomery
et al., 2008) pouvant participer aux processus de la consolidation mnésique (Louie et Wilson,
2001). Récemment, il a été montré que l'inhibition spécifique des neurones GABAergiques du
septum médian pendant le SP suivant un apprentissage empéche la mise en place des
oscillations théta dans I'hippocampe et altére les performances mnésiques au rappel dans les
tests hippocampo-dépendants de localisation d’objet et de mémoire de peur au contexte
(Boyce et al., 2016). Ainsi, les oscillations théta pendant le SP seraient nécessaires a la

consolidation mnésique.

Ces derniéres années, de nouvelles méthodes d’analyse des oscillations cérébrales, et en
particulier du théta, ont permis de proposer de nouvelles hypothéses sur leur fonction
physiologique. Contrairement a d’autres activités cérébrales, les oscillations théta peuvent étre
enregistrées dans de nombreuses régions cérébrales. Ainsi la notion de « cohérence » des
ondes théta entre les régions cérébrales est apparue, c’est-a-dire le « phase-phase coupling »
(Fries, 2005; Womelsdorf et al., 2007). Cette cohérence serait en fait le reflet de la
communication intra-cérébrale, ou cours de laquelle deux régions cérébrales qui oscillent
fortement en théta ont une augmentation de I'expression de génes liés a la plasticité
synaptique (Bazelot et al., 2015; Hutchison et Rathore, 2015). Par exemple chez 'humain, une
forte cohérence en théta entre les cortex pariétal et frontal est associée a la mise en place de
la mémoire de travail lors d’'une tache visuo-spatiale (Sauseng et al., 2005). Chez le rat, on
peut observer un pic de cohérence des oscillations théta entre le cortex préfrontal et
I'hippocampe au moment du choix entre deux chemins aprés I'apprentissage d’une nouvelle

regle dans un labyrinthe en Y (Benchenane et al., 2010).
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Figure 35 : Synchronisation des oscillations du préfrontal cortex médian (mPFC en noir) et de
I’amygdale basolatérale (BLA en bleu) a 4 Hz pendant le comportement de freezing. (A) Traces
LFP filtrées (2-6 Hz) du mPFC et de la BLA. (B) Cohérence « imaginaire » moyenne (Im.
coherence) des deux régions pendant le freezing ou en dehors lors de la tdche de rappel aprés
un conditionnement de peur au contexte. D’aprés (Colgin, 2013).

Ces travaux et d’autres ont mis en lumiére I'importance de la cohérence entre deux régions
cérébrales sur le comportement (Adhikari et al., 2010; Karalis et al., 2016; Padilla-Coreano et
al., 2016). Ainsi, Karalis et ses collaborateurs ont montré que la cohérence a 4 Hz (a la limite
du théta et du delta) entre 'amygdale et le cortex préfrontal pouvait permettre de prédire un
comportement de « freezing », immobilité due a la peur, chez les souris (Figure 35) (Karalis et
al.,, 2016). Dans le méme axe de recherche, un autre article indique méme que ce
comportement peut étre finement modulé par la seule inhibition des cellules pyramidales du
cortex préfrontal dorso-médian pendant la phase ascendante ou descendante de I'oscillation
a 4 Hz (Dejean et al., 2016).

Ces travaux montrent I'importance d’un phénomene différent, le « theta phase precession »,
au cours duquel des décharges de cellules individuelles se produisent progressivement sur la
phase théta a travers des cycles successifs (Figure 36). Cette organisation temporelle de
l'activité neuronale permettrait, par exemple, la représentation d’une carte cognitive de
I'environnement en fonction de la localisation passée, actuelle et future (Colgin, 2013; Dragoi
et Tonegawa, 2010; O'Keefe et Recce, 1993; Skaggs et al., 1996).
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Figure 36 : Exemples d'enregistrements de potentiel de membrane (haut) et EEG filtré en théta
(en bas) illustrant le verrouillage de phase ascendante de théta. Les lignes verticales noires
indiquent les potentiels d’action et les lignes verticales violettes les pics de la phase ascendante
de théta. D’apres (Colgin, 2013).
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S’ajoutant donc au phénoméne de « phase-phase coupling » et « theta phase precession »,
le « gamma nested in theta » ou « theta-gamma coupling » met en avant la possibilité de
couplage entre deux oscillations cérébrales différentes, ici entre théta (ondes lentes) et gamma
(ondes rapides), dans une méme région (Figure 37). Des travaux récents indiquent que le
théta modulé par gamma est un modele optimal pour la propagation du signal dendritique
(Vaidya et Johnston, 2013). Ainsi, au sein méme des oscillations théta, la fréquence des
oscillations gamma aurait des réles physiologiques différents. C’est ce qu’ont exploré Zheng
et collaborateurs, démontrant que les séquences de théta associées a un gamma lent activées
sur une échelle de temps compressée représentent des chemins relativement longs s'étendant
en avant de la position actuelle (Figure 37 ; bleu), alors que les séquences théta associées a
un gamma rapide suivent de plus prés I'emplacement actuel de I'animal en temps réel (Figure
37 ; rouge) (Zheng et al., 2016). Ainsi, tous ses phénoménes de cohérence, de phase de
précession et de couplage permettent le bon déroulement des processus cognitif telle que la

mémoire.
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Figure 37 : Schémas illustrant la théorie des rythmes gamma rapide (rouge, trace brute puis
théorique) et lent (bleu, trace brute puis théorique) imbriqués dans les oscillations théta et leur
role fonctionnel dans le codage des séquences de localisation passée, actuelle et future. D’aprés
(Zheng et al., 2016).

Théta et Alzheimer

Il n’existe pas a notre connaissance d’étude mesurant la fréquence des oscillations théta de

patients MA. Cependant une augmentation globale de I'amplitude des oscillations théta lors
d’un état de repos est observée au cours de la pathologie (Babiloni et al., 2007; Babiloni et al.,
2011; Coben et al., 1990; Coben et al., 1983; Giaquinto et Nolfe, 1986; Moretti et al., 2004,
Rodriguez et al., 2014).
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Parmi les souris modéles de la MA, il a été montré chez les souris Tg5xFAD que le théta de
type 2 (« sensible & atropine ») était plus longuement induit par 'uréthane comparé aux souris
contrdles (Siwek et al., 2015). Cela traduirait une hyper excitabilité du réseau générant les
oscillations théta. Ces souris présentent aussi une diminution de la fréquence de théta (Siwek
et al., 2015), retrouvée aussi dans la lignée TQCRND8 (Goutagny et al., 2013). Or, il a été
suggére que la fréquence de théta dans I'hippocampe d’un individu pourrait évoluer en fonction
de la nouveauté et de la familiarité d’'un environnement (Jeewajee et al., 2008). Ainsi, la
diminution significative de la fréquence de théta dans le cadre de la MA pourrait fausser
considérablement le délicat équilibre de la dynamique des fréquences théta entre nouveauté
et familiarité. Une altération des oscillations théta entrainerait un traitement anormal de
l'information dans les circuits neuronaux et un dysfonctionnement cérébral conséquent
(Colom, 2006; McNaughton et al., 2006). De plus, les souris Tg2576 présentent également
une augmentation de la puissance des ondes théta dans les stades tardifs de la pathologie,
comme observé chez les patients MA (Wisor et al., 2005). Cependant, d’autres modéles de
souris, APPswe/PS1dE9 et APP, présentent la tendance inverse : une diminution de la
puissance des oscillations théta (Scott et al., 2012; Wang et al., 2002). En conclusion, les
oscillations théta sont altérées chez les patients MA et les souris modéles de la MA, et cela va
forcément avoir un impact sur les phénoménes de synchronisation avec d’autres activités

cérébrales telles que les oscillations gamma.

e. Les oscillations Gamma
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Figure 38 : Signal EEG filtré pour les bandes de fréquences correspondants aux oscillations
gamma. D’aprés (Georgieva et al., 2014).

Parmi toutes les oscillations cérébrales, les oscillations gamma sont les plus rapides mais
aussi les moins amples (Figure 38). Ces derniéres années, ces oscillations ont fait 'objet de
nombreuses études. L’intérét pour ces oscillations provient du fait que I'activité gamma est
étroitement corrélée aux fonctions cognitives (Engel et Singer, 2001; Fries, 2005; Fries, 2009;
Lundgvist et al., 2016; Varela et al., 2001). Par exemple, la puissance de l'activité oscillatoire
gamma augmente sur 'EEG pendant le traitement sensoriel, et a méme été corrélée
positivement a la prédiction d’un encodage réussi dans la seconde suivant la présentation d’'un
mot a retenir chez I'numain (Sederberg et al., 2007). Chez la souris dans un labyrinthe en T,

'augmentation de la puissance de gamma dans l'aire CA1 de I'hippocampe et le cortex
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entorhinal, & la jonction du labyrinthe en T, permet de prédire le succes de la souris dans une
tache de mémoire spatiale (Figure 39) (Yamamoto et al., 2014). D’autre part, des perturbations
des oscillations gamma sont observées dans le cadre de nombreuses maladies

neuropsychiatrigues (Herrmann et Demiralp, 2005; Uhlhaas et Singer, 2006).
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Figure 39 : Schéma représentant 'augmentation de la puissance des oscillation gamma de fagon
synchrone entre I'aire CA1 hippocampique et le cortex entorhinal médian pendant le rappel
correct de la mémoire de travail (success), ou lorsque I'animal se rend compte de son erreur
(oops). Il n’y a aucune synchronisation en gamma si I’'animal n’a pas réussi la tache (failure).
D’aprés (Yamamoto et al., 2014).

Dans I'hippocampe et le cortex entorhinal, les oscillations gamma peuvent apparaitre a des
phases spécifiques des oscillations théta; c’est ce qu'on appelle le couplage théta-gamma
(Figure 40 ; B) (Canolty et al., 2006; Chrobak et Buzsaki, 1998; Mormann et al., 2005). Le
« verrouillage de phase » de gamma correspond a la présence de potentiels d’actions
coincidant avec une phase spécifique des oscillations théta (Figure 40 ; C). Les modeéles
computationnels suggérent que le couplage théta-gamma serait le mécanisme idéal et le plus
efficace pour le transfert intracérébral d'informations (Akam et Kullmann, 2012; Lisman et
Jensen, 2013). En effet, les oscillations théta, plus lentes que le gamma, peuvent se propager
sur des distances plus grandes et synchroniser des régions cérébrales distales qui pourront
elles-mémes activer les générateurs locaux des oscillations gamma (Lisman et Buzsaki, 2008;
Lisman et Jensen, 2013). Dans le circuit entorhinal-hippocampique, I'hypothése la plus
acceptée est que les oscillations théta coordonnent l'activité des générateurs gamma au sein

du cortex entorhinal et de I'hippocampe, alors que les générateurs des oscillations gamma
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coordonnent le rythme des populations neuronales dans chaque région. En raison de la
coordination de plusieurs oscillateurs gamma par un rythme théta commun, les oscillations
gamma montrent souvent une synchronisation entre différentes régions, c’est-a-dire de
« couplage gamma » au sein de au moins deux régions différentes (Figure 40 ; D) (Nakazono
et al., 2017).
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Figure 40 : (A) Schéma représentant des enregistrements de potentiel d’action et potentiels de
champ local (LFP) de rongeurs en comportement. (B) Couplage des fréquences entre théta et
gamma. (C) Verrouillage en phase gamma des décharges neuronales. La ligne rouge correspond
a des potentiels d’actions. (D) Synchronisation des oscillations gamma entre différente région
intracérébrale. D’aprés (Nakazono et al., 2017).

Low locking

Ainsi, tous ces phénoménes sont utilisés comme des moyens d’étude des oscillations gamma,
dans le but de mieux comprendre les liens entre cette activité oscillatoire et les fonctions

cognitives (Belluscio et al., 2012; Headley et Paré, 2017).

Couplage théta gamma et Alzheimer

Plusieurs études ont montré que le renforcement du couplage théta-gamma ou de la
synchronisation gamma est paralléle a la formation et la consolidation de la mémoire (Bott et
al., 2016; Lisman et Buzsaki, 2008; Lisman et Jensen, 2013). En effet, la force du couplage
théta-gamma dans I'hippocampe est corrélée a la taille de 'empan dans une tache de mémoire
de travail chez 'humain (Axmacher et al., 2010). Chez le rat, le degré de couplage théta-
gamma dans l'hippocampe est corrélé a la quantité de taches requises pour résoudre un

probléme (Tort et al., 2009). Dans le cortex entorhinal des rats, le renforcement du couplage

49



théta-gamma se produit notamment au cours de l'apprentissage d’'une association olfactive
(lgarashi et al., 2014). Ce couplage est également trés présent au cours du comportement
exploratoire, du traitement cognitif (Bott et al., 2016; Tort et al., 2009) et du SP (Bandarabadi
et al., 2017; Montgomery et al., 2008; Scheffzik et al., 2011).

Chez les patients atteints de la MA, une réduction globale de la puissance des oscillations
gamma a été enregistrée que ce soit pendant une tache passive (écoute de musique,
visionnage de film) ou pendant un éveil calme (Herrmann et Demiralp, 2005). Cependant, une
autre équipe a observé le phénomene inverse : une augmentation de la puissance de gamma
pendant ces mémes états comportementaux (van Deursen et al.,, 2008). Ces différences
peuvent cependant étre liées a de nombreux facteurs, tel que le traitement suivi par ces sujets,
ou encore les grandes différences dans le stade de la pathologie au sein des échantillons
étudiés.

Afin de déterminer si la seule présence du peptide amyloide est en mesure de modifier les
oscillations gamma, le peptide AB a été appliqué sur des préparations de tranches
d’hippocampe de souris sauvages. Dans ces conditions, la puissance des oscillations gamma
évoquées diminue avec 'augmentation de la complexité de 'agrégation du peptide, révélant
un impact direct des formes oligomériques d’AB sur la capacité de I'hippocampe a générer des
oscillations gamma (Kurudenkandy et al., 2014). En ce qui concerne les souris modéles de la
MA, les premiéres études réalisées ont mis en évidence une diminution globale de la
puissance de gamma sur 'EEG, que ce soit chez les souris hAPPJ20 (gamma étudié : 20-80
Hz) (Verret et al., 2012), les souris Tg5xFAD (gamma >38Hz) (Schneider et al., 2014), ou les
souris TJCRND8 (gamma : lent, 25-45 Hz, et rapide, 60-100 Hz) (Hamm et al., 2017). En
utilisant une approche in vitro sur tranches de cerveau de souris APP/PS1, une autre étude a
permis d’observer une diminution de la fréquence des oscillations gamma évoquées a un stade
précoce de la maladie (4-5 mois) (contrdle : 42+3 Hz et Tg : 30£3 Hz) (Klein et al., 2016). En
revanche, une autre étude sur les souris APP23 agées de 4 mois, c’est-a-dire avant I'apparition
des plaques amyloides, montre une augmentation de la puissance de gamma (25-100 Hz) sur
la période diurne, accompagnée d’une forte diminution du couplage théta-gamma (Ittner et al.,
2014). Ce couplage théta-gamma (30-100 Hz) est également diminué chez les souris APP-KI
anesthésiées (Nakazono et al., 2017), ainsi que sur des préparations septo-hippocampiques

de souris TJCRNDS, et cela avant méme I'apparition de dépdts AB (Goutagny et al., 2013).

Malgré certaines contradictions, toutes ces études montrent une perturbation des oscillations
gamma dans les souris modéles de la MA, que ce soit au niveau de leur puissance basale, de

leur capacité a répondre a une stimulation, ou encore de leur synchronisation avec I'activité
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théta. Cela suggere que les générateurs des oscillations gamma sont perturbés dans ces

modeles murins de la MA.

Que ce soit chez les sujets humains ou chez I'animal, les oscillations gamma peuvent étre
observées au sein de multiples régions cérébrales, et particulierement le cortex (Gray et al.,
1989), le thalamus (Pinault et Deschénes, 1992), et 'hippocampe (Bragin et al., 1995). Cette
ubiquité dans la genése des oscillations gamma est probablement liée au fait que leur
génération dépend de lactivité des interneurones PV. En effet, inhiber l'activité des
interneurones PV supprime les oscillations gamma in vivo, et a I'inverse, activer ces neurones
spécifiquement par le biais des techniques d’optogénétique est suffisant pour générer des
ondes gamma (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). De plus, simplement activer les cellules
pyramidales du cortex préfrontal aux fréquences gamma permet d’activer indirectement les
interneurones PV permettant une diminution de la variabilité de la réponse et de I'entropie du
bruit, et par conséquent une meilleure transmission de l'information (Figure 41 ; A) (Sohal et
al., 2009). Une autre étude princeps établissant I'implication des interneurones PV dans la
genése des oscillations gamma a permis de montrer que le moment de I'entrée d’une
information sensorielle (stimulation d’une vibrisse) dans un cycle de gamma influe sur

I'amplitude et la précision de la réponse évoquée (Figure 41 ; B) (Cardin et al., 2009).
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Figure 41 : (A) Schéma des interactions des oscillations gamma et des interneurones a parvalbumine (PV) sur la
transmission d’information. D’apres (Sohal et al., 2009) (B) les oscillations gamma modulent les réponses
sensorielles des neurones excitateurs. La stimulation d’une vibrisse lors d’une stimulation optogénétique des
interneurones PV du cortex pariétal provoque des réponses d’amplitudes différentes selon le moment de leur
occurrence au cours de la phase de gamma. La réponse a la stimulation sensorielle est plus forte lors que la
stimulation sensorielle (vibrisse) coincide avec le pic de la phase de gamma (vert), inversement, elle est la plus
faible en début et fin de phase (rouge et violet) WS : Wisker stimulation (stimulation d’une vibrisse). D’aprés (Cardin
et al., 2009).
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V. Les interneurones a parvalbumine

Il existe plus de 20 classes différentes d’interneurones. On peut les distinguer par leurs
caractéristiques morphologiques, électrophysiologiques ou encore par leurs natures
neurochimiques (glycinergique ou GABAergique). Chacun de ces types d’interneurones
modulent l'activité des cellules principales de maniére unique, par le biais de rythmes de
décharge différents, de lieux de contacts synaptiques spécifiques, ou encore par I'induction de
I'expression de facteurs de transcription différents (Freund et Buzséki, 1996; Kawaguchi et
Kubota, 1997; Marin, 2012; Markram et al., 2004; Somogyi et Klausberger, 2005).

L'utilisation de techniques de marquage histologique, telles que I'imprégnation de Golgi et
l'injection intracellulaire de colorant, a permis d’établir une classification des interneurones
inhibiteurs hippocampiques selon la morphologie de leur axone et de leur arborisation
dendritique (Freund et Buzsaki, 1996; Lopez-Munoz et al., 2006) (Figure 42):

. Les neurones axo-axoniques, aussi appelés chandeliers en raison de la forme
spécifiqgue de leurs axones terminaux formant des réseaux distincts appelés
« cartouches », faisant penser a un chandelier. lls ont leur corps cellulaire dans
la couche pyramidale et sont caractérisés par une arborisation dendritique

multi-laminaire ;

. Les neurones horizontaux, que I'on appelle aussi interneurones OLM (oriens
lacunosum-moleculare) ont leur corps cellulaire dans la couche oriens. Leurs
dendrites se prolongent horizontalement dans la couche oriens et se

subdivisent en plusieurs branches ;

o Les neurones verticaux, qui incluent les neurones bistratifiés et trilaminaires,
constituent un autre type d'interneurones dont le corps cellulaire est situé dans

les couches pyramidale ou oriens ;

. Les neurones étoilés dont le corps cellulaire est situé a la bordure des couches
radiatum et lacunosum moleculare. lls ont une arborisation axonale trés
étendue surtout dans les couches radiatum et lacunosum moleculare et font
principalement des contacts synaptiques sur les dendrites des cellules

pyramidales ;

. Les neurones a panier, ou « basket cells », en raison de leurs projections péri-
somatiques ramifiées apparaissant comme des paniers entourant le soma de
la cellule cible. Le corps cellulaire des cellules a panier est situé dans la couche

pyramidale.
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Figure 42 : Diversité des interneurones hippocampiques. En bleu ciel : les interneurones
spécifiques au DG. En Bleu foncé : les cellules a panier et chandeliers. En vert : les interneurones
horizontaux (OLM). En orange et rose : les interneurones verticaux (orange : tri-laminaire, rose :
bistratifié). En rouge : les interneurones étoilés. D’aprés (Freund et Buzsaki, 1996).

La premiére classe de neurones inhibiteurs identifiée a été les cellules a panier. En effet,
Andersen et ses collaborateurs, sur la base de leurs enregistrements de potentiels de champ
in vivo et des descriptions anatomiques de Santiago Ramoén y Cajal, ont conclu que ces
cellules a panier exercent un contréle inhibiteur sur leurs cibles post-synaptiques (Andersen
et al., 1963). On sait aujourd’hui que la grande majorité des cellules a panier de I'’hippocampe
exprime la parvalbumine (PV), une protéine proche de I'albumine et qui fixe le calcium. Outre
les neurones en panier, on retrouve la protéine PV dans les muscles a contraction rapide ou

ses concentrations sont les plus hautes (Kawaguchi et al., 1987).

Comme succinctement décrit précédemment (Cf introduction 4.e), les interneurones PV ont la
propriété d’étre a décharge rapide (fast-spiking), ce qui leur confére la capacité a synchroniser

I'activité de populations de neurones post-synaptiques a de hautes fréquences (Figure 43).

Dans la région hippocampique CAl et CA3, 11% des neurones sont GABAergiques et
seulement 14% de ceux-ci sont PV-positifs. Ainsi, les interneurones PV ne représentent que
2.6-4 % de la population totale de I'aire CA1 (Baude et al., 2007; Bezaire et Soltesz, 2013;
Huh et al., 2016). Cependant, chacun de ces neurones PV recoit de hombreuses connexions
axo-axoniques et péri-somatiques. Ainsi, les interneurones PV hippocampiques de rat
possedent entre 16,000 et 34,000 connexions post-synaptiques, dont 94% seraient

excitatrices et 6% inhibitrices (Gulyas et al., 1999; Megias et al., 2001).
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Figure 43 : Microphotographie d’un interneurone PV (vert) et la coloration DAPI (rouge) avec un
zoom sur le corps cellulaire d’un neurone entouré par les axones PV (Gauche) Potentiels d'action
générés par un interneurones PV du néocortex enregistré in vitro, démontrant sa capacité de
décharge rapide. D’apres (Hu et al., 2014)

Les neurones PV ont aussi la particularité de posséder un long axone trés ramifié, permettant
de contacter une large population de neurones post-synaptiques, et établissant de
nombreuses connexions péri-somatiques en entourant chacun de ces neurones (d’ou
I'appellation « en panier ») (Klausberger et Somogyi, 2008; Somogyi et Klausberger, 2005).
Les neurones PV expriment en outre différents types de canaux voltage-dépendants leur
conférant la capacité d’étre « fast-spiking », comme par exemple les canaux potassiques Kv3
et Kvl (Du et al., 1996), ou encore les canaux sodiques Navl.1 et Navl.6 (Hu et Jonas, 2014;

Ogiwara et al., 2007b) (Cf introduction 3.c).
a. Interneurones PV et plasticité cérébrale

Au cours de la derniére décennie, la recherche sur la fonction des interneurones PV a bénéficié
d’'un bond en avant grace au développement d’une lignée de souris PV-Cre par le groupe de
Silvia Arber (Hippenmeyer et al., 2005), ouvrant la possibilité de manipuler cette population de
neurones spécifiquement, et d’en observer les conséquences tant sur I'activité cérébrale que
sur le comportement des animaux. Ainsi, au-dela d’avoir permis la réalisation des travaux
princeps qui ont établi le lien de causalité entre I'activité des interneurones PV et 'émergence
des oscillations gamma (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009 ), ces souris se sont avérées
étre un outil précieux pour étudier la contribution des neurones PV dans la plasticité cérébrale

en général, et dans les processus mnésiques en particulier.

La premiére mise en évidence du rble des interneurones PV dans la régulation de la plasticité

cérébrale concerne le systéme visuel, et plus précisément la mise en place de la dominance
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oculaire au sein du cortex visuel primaire. En effet, le systeme visuel des mammiféres juvéniles
nécessite une maturation post-natale qui dépend de I'expérience et qui s’observe sur
'ensemble des voies visuelles aux niveaux cortical et sous-cortical. Il existe une période
sensible, ou peériode critique, au cours de laquelle I'organisation des circuits corticaux est
particulierement influencée par I'expérience sensorielle (Figure 44) (Micheva et Beaulieu,
1997). Cette période critique a été largement étudiée en privant les animaux de vision par
tarsorraphie, suture des paupiéres. Par cette approche, il a été montré qu’'une privation
monoculaire de quelques jours chez le singe, pratiquée avant sa huitiéme semaine, conduit a
une amblyopie durable, c’est-a-dire a un déséquilibre d’acuité visuelle entre les deux yeux.
Cependant, une inversion des sutures pratiquées pendant cette période (8 semaines post-
natal) permet de restaurer la fonction de I'ceil amblyope, ce qui constitue la démonstration
d’'une plasticité cérébrale dépendante de I'expérience (Hubel et al., 1977; Le Vay et al., 1980).
Un autre moyen d’étudier la période critique est de priver les animaux d’informations visuelles
en les élevant dans I'obscurité totale, ce qui a pour conséquence de prolonger la période de
sensibilité de la dominance oculaire et donc de repousser dans le temps cette période critique
(Figure 44) (Cynader et Mitchell, 1980; Fagiolini et al., 1994; Mower, 1991). Chez les souris
déficientes pour une isoforme de I'enzyme de syntheése du GABA (GAD65-K0O), il n'y a pas de
décalage de la période critique malgré I'obscurité. De plus, la privation monoculaire chez ces
souris ne provoque pas de déséquilibre d’acuité visuelle entre les deux yeux (Hensch et al.,
1998). Ces travaux indiquent que la présence de GABA est critique, voire nécessaire, pour la
mise en place de la plasticité corticale dépendante de I'expérience au cours de cette période
critique. Afin de vérifier cette hypothése, les auteurs ont par la suite injecté un activateur
allostérique (diazépam) des récepteurs aux benzodiazépines, permettant de potentialiser la
réponse des récepteurs GABA, dans le cortex visuel de souris GAD65-KO soumises a une
privation monoculaire, et ont montré que cela était en mesure de rétablir une dominance
oculaire et donc la maturation corticale (Hensch et al., 1998). Inversement, réduire la
transmission inhibitrice dans le cortex visuel de rat adulte (>P85), par le biais d’'un inhibiteur
de la GAD (3-MPA), permet de rouvrir la période critique en réponse a la privation monoculaire
(Harauzov et al., 2010). Cela suggere que la période critigue serait modulée par la

transmission GABAergique, et donc par I'activité des interneurones inhibiteurs (Figure 44).

Parmi les interneurones présents dans le cortex visuel, les interneurones PV sont ceux
innervant les somas (pour les cellules a panier) ou les axones (pour les cellules chandeliers)
des neurones pyramidaux. De plus, I'expression de PV dans le cortex visuel des rongeurs ne
commence que 12 jours aprés naissance, soit légerement avant le début de la période critique
(Del Rio et al., 1994). Cette observation suggére un rdle de la maturation des neurones PV

dans la mise en place de la période critique. En effet, les souris sur-exprimant le facteur
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neurotrophique BDNF, connu pour accélérer la maturation du systéme visuel et donc
d’avancer la période critique (Figure 44) (Cabelli et al., 1995), montrent une maturation
acceélérée des interneurones PV par rapport aux souris de souche sauvage (Huang, Z. J. et
al., 1999). Les interneurones PV dans le cortex visuel controlatéral a la privation monoculaire
présentent moins de marqueurs d’activation cellulaire (C-Fos et Arc) apres stimulation visuelle,
que dans le cortex ipsilatéral (Mainardi et al., 2009; Yazaki-Sugiyama et al., 2009). Ainsi, le
recrutement bilatéral des interneurones PV du cortex visuel semble étre nécessaire pour

permettre la plasticité dépendant de I'expérience.

Enhance GABA function Reduce GABA function
y < >
Plastglrlwté’ (Benzodiazepines, (dark-rearing, delete Gad65)
loss of BDNF overexpression)
visual
acuity

O

Critical period

[
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Figure 44 : Evolution temporelle de la période critique de dominance oculaire en fonction de la
privation monoculaire ou de |’applications d’agents pharmacologiques. La sensibilité a la privation
monoculaire est limitée a une période critique qui commence chez la souris environ une semaine
aprés l'ouverture des yeux (aul3®™ejour aprés la naissance) et atteint son maximum un mois
apres la naissance. La privation monoculaire ne provoque I'amblyopie que si elle a lieu au cours
de la période critique. Les cercles rouges indiquent l'apparition, le pic et la fin de I'amblyopie
résultant d'une privation monoculaire. L'apparition de la plasticité peut étre retardée en
empéchant directement la maturation de la transmission médiée par le GABA (par suppression
ciblée du géne de Gad65), ou par I'élevage a l'obscurité dés la naissance (fleche rouge). A
I'inverse, la période critique peut étre avancée en potentialisant la transmission du GABA avec
des benzodiazépines juste apres l'ouverture des yeux ou en favorisant la maturation rapide des
interneurones par le biais de la surexpression du facteur neurotrophique BDNF (fleche bleue).
D’apres (Hensch, 2005).

En conclusion, pendant le stade juvénile, la mise en place de la période critique de plasticité
corticale est intimement liée a la maturation des interneurones PV. Sachant que les
interneurones PV sont aussi impliqués dans la modulation des réponses sensorielles chez
'adulte (Cardin et al., 2009), on pourrait poser I'hypothése que la plasticité induite par
I'expérience récente, nécessaire au bon déroulement des processus cognitifs, est sous-tendue

par une régulation de I'état de maturation des interneurones PV d’'un individu adulte.
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Plasticité des interneurones PV et apprentissage

Parmi les processus cognitifs dépendant de la plasticité et de I'expérience, 'apprentissage et
la consolidation chez l'adulte sont les mécanismes les plus étudiés. Nous avons vu
précédemment que les oscillations gamma, et par conséquent I'activité des interneurones PV

gui les génerent, sont trés présentes lors de ces processus cognitifs (Cf.4.e).

Une étude récente s’est intéressée au role des neurones PV de l'aire CA3 hippocampique
dans la mise en place de la mémoire épisodique contextuelle chez des souris adultes. Donato
et ses collaborateurs ont ainsi démontré que I'activation des interneurones PV est modulée
par I'expérience récente, et met en lumiére I'existence d’'un état bistable des cellules PV
(Donato et al., 2013). Ainsi, l'apprentissage, ou un passage dans un environnement enrichi
(EE), favorise une faible concentration de protéines PV et de GAD67 dans les interneurones
PV (Figure 45), associée a une faible densité de contacts synaptiques excitateurs et une forte
densité de contacts synaptiques inhibiteurs. Cet état appelé « low-PV », serait le reflet d’'une
réduction de l'activité des neurones PV, et donc d’'une désinhibition des neurones principaux

excitateurs, ce qui favoriserait I'établissement d’'un nouvel apprentissage.

memory consolidation consolidating, exploiting
learning learned skills
: 5 Learning : Learning
EE completion
baseline low-PV/GAD-67 high-PV/GAD-67
configuration configuration configuration

Figure 45 : Schéma illustrant comment la plasticité des neurones PV est induite par I'expérience
pour moduler l'apprentissage. Ainsi, l'apprentissage, ou un passage dans un environnement
enrichi (EE), favorise une configuration du réseau des cellules PV avec une faible concentration
de protéines PV et de GADG67 dans les interneurones PV. Inversement, lors de I'exploitation des
compétences acquises, ou de la consolidation de nouvelles informations, le réseau des cellules
PV change de configuration pour étre dans état de forte concentration de la protéine PV et de
GADG67. D’apres (Donato et al., 2013).

A linverse, lorsque les animaux exploitent des compétences acquises, ou ont consolidé de
nouvelles informations, les concentrations de la protéine PV et de GAD67 sont hautes dans
les cellules PV (Figure 45), et ces cellules sont aussi plus contactées par des synapses
excitatrices qu’inhibitrices. Cet état du réseau hippocampique appelé « high-PV » serait le
reflet d’'une forte inhibition des cellules principales qui ne leur permettrait plus d’étre recrutées

pour un nouvel apprentissage.
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En conclusion, cet article montre que cet état bistable des interneurones PV induit par
'expérience récente vécue par les individus pouvait étre le support de I'apprentissage chez
'adulte. La configuration « low-PV » permettrait au réseau hippocampique d’étre modulé par
les essais et les erreurs durant I'apprentissage, alors qu'un basculement vers un état « high-
PV » permettrait la consolidation et le maintien des informations acquises en empéchant
I'acquisition de nouvelles informations qui seraient alors perturbatrices. Ainsi, I'état du réseau
des interneurones PV est un élément a prendre en compte dans la compréhension des

processus mnésiques, que ce soit dans un cadre normal ou pathologique.
b. Interneurones PV et maladie d’Alzheimer

Le fait que les oscillations gamma soient altérées chez les souris modéles de la MA, comme
chez les patients MA, suggére gue le fonctionnement des interneurones PV est altéré au cours

de cette pathologie (Cf introduction 4.e).

C’est en 2012 qu’a été établi le lien entre interneurones PV et troubles cognitifs dans le cadre
de la MA (Verret et al., 2012). En effet, les auteurs de ce travail ont constaté que la puissance
des oscillations gamma présentait des fluctuations aberrantes sur 'lEEG de souris hAPPJ20,
avec des épisodes successifs de creux et de pics d'intensité, sans lien avec I'état
comportemental de l'animal. D’autre part, ils ont observé que les activités épileptiques
apparaissaient préférentiellement au cours des creux d’activité des ondes gamma, suggérant
une altération de la balance E/I qui serait liée aux oscillations gamma, et donc aux
interneurones PV (Figure 46). En effet, les souris hAPPJ20 présentent une altération de la
transmission inhibitrice et les propriétés physiologiques intrinséques de leurs interneurones
PV sont altérées par rapport a ceux des souris NTg. Or, I'excitabilité neuronale est contrélée
par les canaux sodium voltage-dépendants composés de sous-unités Nav, et les patients MA
et les souris hAPPJ20 sous-expriment la sous-unité Navl.1l (Verret et al.,, 2012), qui est
préférentiellement exprimée par les neurones PV (Figure 46) (Cf introduction 3.c) (Ogiwara et
al., 2007a). En croisant les souris hAPPJ20 avec des souris surexprimant le canal Navl.1
(Navl.1-BAC de Tang et al., 2009), ils ont pu démontrer que la restauration de I'expression de
Navl.1l spécifiqguement dans les neurones PV des souris hAPPJ20 améliore la transmission
synaptique inhibitrice, augmente l'intensité des oscillations gamma, réduit les phénomeénes
épileptiques, et permet une amélioration significative des performances cognitives des souris
hAPPJ20 (Figure 46) (Verret et al., 2012). Plus réecemment, le méme groupe a démontré que
la greffe intracérébrale de progéniteurs d’interneurones modifiés et exprimant des niveaux
différents de Navl1.1 (Navl.1 de souche sauvage, Navl.1-surexprimé, Navl.1-déficient) induit
des effets trés différents sur le réseau neuronal et les fonctions cognitives des souris MA. En

effet, seuls les progéniteurs d’interneurones surexprimant Nav1.1 sont en mesure de prévenir
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les déficits comportementaux lorsqu’ils sont transplantés dans le cerveau de souris hAPPJ20
(Figure 46) (Martinez-Losa et al., 2018).
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Figure 46 : Implication des interneurones PV dans le contréle de [’activité cérébrale et
conséquences comportementales. Chez les souris contrdles non transgéniques (noir, gauche),
les souris hAPPJ20 modeles de Ila maladie d’Alzheimer (rouge, centre), les souris
hAPPJ20/Nav1l.1-BAC bigéniques (orange, droite) et les souris hAPPJ20 ayant regu une
transplantation d’interneurones PV surexprimant Nav1.1 (bleu, droite). D’aprés (Martinez-Losa et
al., 2018; Verret, 2012 ).

Toujours dans I'idée que les interneurones PV jouent un réle important dans la pathologie
Alzheimer, laccarino et ses collaborateurs ont montré en 2016 que provoquer I'apparition
d’oscillations gamma (40 Hz) par le biais de stimulations optogénétiques des interneurones
PV permet d’atténuer la charge amyloide des souris 5XFAD agées de 3 mois (Figure 47)
(laccarino et al., 2016). Les auteurs ont également montré que cette réduction de la présence
d’AB aprés linduction d’oscillations gamma s’associe a une activation des cellules
microgliales, qui seraient alors plus efficaces pour évacuer le peptide AR de l'espace
extracellulaire. Cette étude met en évidence le fait que les oscillations gamma, au travers de
I'activité des neurones PV, sont en mesure de modifier 'lhoméostasie cérébrale par le biais du
recrutement de cellules non-neuronales dans le systeme nerveux central, en plus de participer
de facon déterminante au traitement de I'information lors d’une tache cognitive (Cf introduction

4.e).
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Figure 47 : Stimuler les interneurones PV a la fréquence gamma (40 Hz) permet de stimuler la
clairance des dépdts de protéines amyloides-B par I'activation de la microglie. D’apres (Aron et
Yankner, 2016)

En ce qui concerne la densité des interneurones PV, chez les patients MA, les quelques études
réalisées post mortem ont des résultats contradictoires. Deux études concluent que les
cellules PV ne sont pas affectées par la MA dans les cortex préfrontal et temporal quel que
soit le degré d’avancement de la pathologie (Baig et al., 2005; Hof et al., 1991), et une autre
étude se concentrant sur 'hippocampe montre une diminution de 60% du nombre de cellules

PV dans les régions CA1/2/4 et le DG (Brady et Mufson, 1997).

Chez les souris modéles de la MA, une réduction du nombre visible des neurones PV (environ
40 %) a été mise en évidence dans la région CA1/2 de I'hippocampe de souris de 10 mois
portant les mutations PS1ho KI, PS1ho Kl et APPSY/PS1ho Kl (Takahashi et al., 2010). La
méme observation a été faite chez les souris Tg2576 des 6-7 mois sur 'ensemble des CA
(Huh et al., 2016). En revanche, la pathologie ne semble pas avoir d'impact sur les cellules
PV de I'hippocampe des souris portant les mutations APPSY/PS1(M146L) ou PS1(M146L)
seule (Ramos et al., 2006), ni sur les souris APPswe/PS1dE9 (Vegh et al., 2014; Verdaguer
et al.,, 2015). Ainsi, il est possible que les régions cérébrales soient impactées de facon
hétérogéne pendant le décours de la pathologie. Cependant, malgré ces études, on ne peut
toujours pas conclure sur 'impact de la MA sur le nombre de cellules PV dans I'hippocampe

au cours de la pathologie.

L’ensemble de ces résultats indique que des altérations considérables des interneurones PV,
et par conséquent des oscillations gamma, dans I'hippocampe surviennent au cours de la MA,

et ce parfois méme avant I'apparition des plaques amyloides. Les mécanismes conduisant a
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cette altération des interneurones PV restent cependant largement inconnus, et de
nombreuses recherches sont encore nécessaires. Cependant, nous pouvons supposer que

I'environnement proche des interneurones PV pourrait jouer un réle important dans l'intégrité
de ces cellules.
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VI. Les peri-neuronal nets

Dans le cerveau des mammiféres adultes, les neurones PV sont trés souvent associés a une
matrice extracellulaire qui leur est spécifique, appelée peri-neuronal nets (PNN). La premiere
description des PNN a été donnée par Golgi dans deux de ses articles sur la moelle épiniere
parus en 1882, sans pour autant y préter une attention particuliére. 1l faudra attendre 1898
pour que Golgi attire I'attention de son éléve, Santiago Ramén y Cajal, sur les PNN, les
décrivant comme « une délicate structure principalement réticulée, mais aussi prenant la forme
de petits carreaux imbriqués ou d'une enveloppe continue enveloppant le corps de toutes les
cellules nerveuses qui s'étendent des prolongements protoplasmiques jusqu'aux arborisations
de deuxieme et troisieme ordre » (Figure 48) (Vitellaro-Zuccarello et al., 1998). lls nommerent
ces structures les « peri-cellular nets », qui seront renommés PNN aprés l'introduction du mot
« neurone » par Waldeyer en 1891 (Scheuerlein et al., 2017). C’est en 1931 qu’une premiére
étude comparative indique que les PNN se retrouvent dans le systéme nerveux central des
mammiféres, mais aussi celui des amphibiens, des reptiles et des oiseaux (Rondinini, 1931a;
1931b). Cependant, ces PNN ont longtemps été considérés comme des artefacts engendrés
par les techniques cytologiques. Il faudra attendre quelques décennies pour que la
communauté scientifique accepte l'idée de la présence de matrices extracellulaires dans le
systéme nerveux central (Atoji et al., 1989; Hockfield et McKay, 1983; Nicholson et Sykova,
1998; Van Harreveld et Steiner, 1970), et établisse les premieres descriptions des spécificités
des PNN (Atoji et Suzuki, 1992; Luth et al., 1992).

Figure 48 : Dessins tirés des articles de Golgi, Donaggio et Ramén y Cajal représentant les peri-
neuronal nets. D’apres (Vitellaro-Zuccarello et al., 1998)

a. e*Structure

Les PNN constituent une matrice extracellulaire unique qui est majoritairement trouvée autour

des interneurones a panier, et préférentiellement ceux exprimant la PV (Figure 49) (Brickner
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et al., 1993; Celio, 1993; McRae et al., 2007; Morris et Henderson, 2000; Wintergerst et al.,
1996). Les composants majoritaires des PNN sont des chondroitines sulfate protéoglycanes
(CSPG). A la « base » des PNN réside I'hyaluronan, sur lequel s’associent des chaines de
molécules de lectican, brevican, neurocan, versican, aggrecan, ou encore phosphacan,

pouvant étre identifiées en fonction de leur chaine de GlycoAminoGlycanes (GAG). Ces

chaines GAG sont ancrées aux CSPG via la tenascin-R, et différentes protéines de lien, Link
(Figure 49).
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Figure 49 : Microphotographie d’un perineuronal net (x20) coloré par la Wisteria Floriunda
agglutinin (WFA, vert) entourant une cellule PV (rouge). Echelle : 10 microns (Gauche). Schéma
détaillant la structure des différents CSPG pouvant composer les PNN (Droite). D’apres (Kwok et
al., 2011; Thompson et al., 2018)

b. Implication des PNN dans la plasticité des interneurones PV

Bien que la signification fonctionnelle de la présence de PNN reste largement inexpliquée, il a
été montré que cette matrice apparait graduellement autour des cellules du systéme visuel au
cours de la maturation corticale postnatale, a la fin de la période critique de la dominance
oculaire (Hockfield et al., 1990). L’élevage dans l'obscurité compléte permet de décaler
'apparition des PNN (Guimaraes et al., 1990; Lander et al., 1997), suggérant qu’ils auraient
un réle dans la plasticité cérébrale. En effet, la dégradation des PNN par l'injection de la
chondroitinase-ABC (ChABC) chez les rats adultes permet d’'induire une dominance oculaire
aprés une privation monoculaire (Pizzorusso et al., 2002), ou encore la récupération
structurale et fonctionnelle du cortex visuel aprés une privation monoculaire précoce
(Pizzorusso et al., 2006). Ainsi, la présence des PNN empécherait la mise en place de la
plasticité dépendante de I'expérience et leur dégradation permettrait de réactiver cette

plasticité (Figure 50).

Plusieurs articles ont démontré que le développement des PNN est un processus dépendant
de l'activité neuronale. En effet, I'expérience sensorielle influence I'établissement des PNN, et

la privation sensorielle, qu’elle soit visuelle (Ye et Miao, 2013), ou somatosensorielle (McRae
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et al., 2007; Nowicka et al., 2009), limite la formation des PNN, spécifiquement dans les cortex
associés a la modalité sensorielle supprimée. Ces travaux ont en plus démontré que
'apparition des PNN se faisait exclusivement autour des interneurones PV, suggérant que
présence de PNN et maturation des neurones PV sont intimement liées (Figure 50). Une
hypothése est que, la dépolarisation neuronale, ici celle des cellules PV, provoque la formation
des PNN par élévation du potassium extracellulaire (Bruckner et Grosche, 2001). Ainsi, ce
serait I'activation des interneurones PV par les stimulations sensorielles qui provoquerait la

formation de PNN autour de leur soma et de leurs neurites proximales (Dityatev et al., 2007).

neural plasticity
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Figure 50 : Schéma de la modulation de la période critique de la dominance oculaire en fonction
de la maturation des cellules PV (rose) et de I'apparition des PNNs (vert). D’aprés (Umemori et
al., 2015).

Cependant, les PNN autour des neurones PV exercent en retour une influence sur leur activité.
Il a été montré que la présence de PNN assure la stabilisation des synapses existantes sur
les neurones PV, tout en empéchant la formation de nouvelles synapses (Kwok et al., 2011).
Il semble en outre que la présence de PNN stabilise principalement, voire exclusivement, les
synapses excitatrices sur ces neurones, entrainant une augmentation de leur taux maximum

de décharge et de I'expression de la protéine PV (Favuzzi et al., 2017; Yamada et al., 2015).

Les PNN, comme les interneurones PV, pourraient donc étre dynamiquement régulés par
I'expérience. Il a par exemple été montré que dans 'amygdale, région cérébrale nécessaire a
I'établissement d’'un comportement de peur conditionnée a un stimulus, I'apparition des PNN
au cours du développement post-natal coincide avec la capacité a mettre en place une
mémoire associative de peur conditionnée chez les animaux juvéniles (Gogolla et al., 2009).
Afin d’établir un lien de cause a effet entre la présence de PNN dans 'amygdale et le maintien
de la trace d’une peur conditionnée, les auteurs de cette étude ont injecté 'enzyme ChABC
dans 'amygdale de rats adultes ayant subi un conditionnement de peur. La dégradation des
PNN dans l'amygdale de ces individus a eu pour conséquence de supprimer leur
comportement de peur conditionnée, suggérant que les PNN pourrait avoir pour fonction de

protéger la trace de cette mémoire associative (Gogolla et al., 2009). Ainsi la présence de
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PNN semble étre importante pour la stabilité des réseaux neuronaux qui sous-tendent les

processus mnésiques chez I'adulte.

D’autre part, il a été montré que la proportion d’interneurones PV hippocampiques entourés
de PNN est réduite suite a une exposition a un EE de 30 jours ou suite aux premiéres sessions
d’un apprentissage séquentiel (Favuzzi et al., 2017). A l'inverse, suite aux derniéres sessions
de l'apprentissage séquentiel et donc une fois la tadche acquise et consolidée, des PNN se
retrouvent a nouveau autour des interneurones PV. Les auteurs ont alors fait le constat que la
diminution des PNN autour des cellules PV en début d’apprentissage s’accompagne d’'une
diminution des terminaisons excitatrices sur les interneurones PV, indiquant que I'absence de
PNN est associée a une diminution de I'activation de ces neurones. Ceci est en accord avec
le fait que la dégradation des PNN par I'enzyme ChABC favorise I'apparition de nouvelles
synapses inhibitrices sur les cellules PV (Donato et al., 2013). Or nous avons vu
précédemment que I'apprentissage ou I'exposition a un EE placait le réseau hippocampique
dans un état « low-PV » (Cf introduction 5.a) (Figure 51) (Donato et al., 2013).

PV PNN
B Wsign
A Low
" Low PV \L / High PV
- “plastic” v “consolidated”
3] F
an:, No or light PNN - Strong PNN
3
B Age/learning
>

Figure 51 : Configuration bistable du réseau d’interneurones PV et implication des PNN dans la
plasticité cérébrale. Le réseau hippocampique dans un état « low-PV » et « low-PNN » permettrait
une grande plasticité du réseau alors que la configuration « High-PV » et « High-PNN » serait
associée une faible plasticité. D’apres (Hensch, 2014).

Sachant que le niveau d’expression de la protéine PV est dépendant de l'activité des
interneurones PV (Cf introduction 5.a), il est possible que la présence ou I'absence des PNN
autour des interneurones PV participe a la mise en place la bistabilité des cellules PV en
régulant la présence des entrées excitatrices et inhibitrices sur ces neurones. Cette hypothése

n’a pas été démontrée a I'neure actuelle (Hensch, 2014).

Ainsi, l'intégrité des PNN autour des cellules PV apparait cruciale pour le fonctionnement de
ces interneurones. Récemment, Favuzzi et ses collaborateurs ont caractérisé les propriétés
fonctionnelles des interneurones PV chez des souris avec une invalidation du géne codant
pour brevican (Bcan’), qui est un des composants fondamentaux des PNNs (Favuzzi et al.,
2017). Les auteurs de cette étude ont observé que la délétion de brevican changeait non

seulement la nature des terminaisons synaptiques sur les interneurones PV, mais aussi les
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propriétés intrinséques de ces neurones. Les interneurones PV des souris Bcan” présentent
une diminution de la fréquence de la génération spontanée de leurs potentiels d’actions,
associée a une diminution de lintensité du marquage pour la protéine PV illustrant une
diminution du niveau d’expression de cette protéine. Ainsi, les interneurones PV des souris
Bcan’ seraient de base dans une configuration « low-PV » et « low-PNN » ressemblant a ce
qui est observé aprés un apprentissage ou le séjour dans un EE (Donato et al., 2013).
Cependant, si cette configuration semble optimale pour [lacquisition de nouveaux
apprentissages, un passage vers une configuration « high-PV » apparait nécessaire pour la
consolidation de cette mémoire (Donato et al., 2013). L’incapacité a reformer des PNN chez
les souris Bcan” pourrait donc avoir un effet délétére sur les processus mnésiques. En effet,
ces souris présentent une altération de la mémoire de travail et de la mémoire a court terme
(Favuzzi et al., 2017). En conclusion, les PNN participeraient & la bistabilité du réseau des
interneurones PV et donc aux processus mnésiques par le maintien d’une configuration « low-
PV » et « low-PNN » pour favoriser I'apprentissage et le passage a une configuration « high-

PV » et « high-PNN » pour favoriser la consolidation (Figure 51) (Yamada et al., 2015).

Cependant il ne faut pas oublier que la fonction la plus évidente des PNN est celle de la
barriere physique autour des neurones PV. En effet, I'élimination des PNN par la ChABC rend
les neurones PV plus vulnérables au stress oxydatif (Cabungcal et al., 2013). Les PNN
joueraient le rble de réservoir tampon local pour les ions (Morawski et al., 2015), de protection
contre des protéines toxiques (Miyata et al., 2007) et contre le stress oxydatif (Cabungcal et
al., 2013). Ainsi, la présence ou I'absence des PNN apparait &tre importante pour la plasticité

des cellules PV mais aussi pour leur intégrité.
c. PNN et maladie d’Alzheimer

Il est bien admis que le peptide AB exerce un effet neurotoxique sur les neurones (Larson et
Lesné, 2012). Or, cet effet neurotoxique du peptide AR est exacerbé en absence de PNN aprés
un traitement avec 'enzyme ChABC (Miyata et al., 2007). Ces observations peuvent étre
mises en relation avec le fait que, chez les patients MA, les pertes neuronales sont moins
importantes dans les régions cérébrales ayant conservé leurs PNN (Bruckner et al., 1999;
Morawski et al., 2010a; Morawski et al., 2012).

Il y a cependant peu d’études sur I'intégrité des PNN chez les patients MA, et ce manque est
probablement d0 au fait que les PNN peuvent étre rapidement dégradeés par différents facteurs
externes, limitant leur détection dans le cerveau post-mortem. En effet, les PNN semblent étre
trés sensibles a la décomposition et seraient dégradés dans les 4 a 8 heures apres le décés
(Morawski et al., 2012). En raison de cette sensibilité, 52 cerveaux sur 100 provenant de

patients atteints de la MA ont été exclus de I'étude principale évaluant les PNN parce qu'ils ne
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présentaient aucune trace de coloration spécifique (Baig et al., 2005). Cependant, une étude
a utilisé un traitement ChABC afin de libérer les CSPGs de la structure des PNN, permettant
d’observer que les marquages des CSPGs étaient associés aux plaques séniles et aux
enchevétrements neurofibrillaires (DeWitt et al., 1993). Ainsi, la MA pourrait avoir un impact
sur la concentration de CSPGs dans la matrice extracellulaire, et donc sur la formation des
PNN.

Certaines études ont par ailleurs documenté une diminution de PNN chez les patients et les
souris modeles de la MA (Baig et al., 2005; Kobayashi et al., 1989; Lendvai et al., 2013).
Cependant, ces résultats sont contestés par un nombre égal d’études rapportant qu’il n’y a
aucune altération des PNN (Morawski et al., 2012; Morawski et al., 2010b), voire méme la
présence d’'une régulation positive des protéines qui forment les PNN (Howell et al., 2015;
Vegh et al.,, 2014). De fagon intéressante, parmi ces études, 'une d’elles ne mettant en
évidence aucune altération des PNN, a aussi montré que parmi les cellules présentant des
enchevétrements neurofibrillaires, presque aucune n’était entourée de PNN, soulignant ainsi

le rdle possiblement protecteur des PNN pour les neurones (Morawski et al., 2012).

Ainsi, les résultats ne sont pas plus concluants chez les souris modéles de la MA que chez les
patients. Une étude a signalé qu’aucune altération des PNN n’était détectée dans le cortex de
souris Tg2576 agées de 12 mois (Morawski et al., 2010b), tandis que deux études portant sur
des souris APPswe/PS1dE9 ont rapporté des altérations évolutives : Lendvai et al. ont observé
une tendance a la diminution de Brevican et CRTL-1, deux constituants des PNN, dans
I'nippocampe de souris APPswe/PS1dE9 agées de 7 mois, mais l'effet inverse a été observé
chez les souris dgées de 10 mois (Lendvai et al., 2013). Vegh et al. ont signalé une
augmentation des protéines de la matrice extracellulaire, y compris des protéines formant les
PNN, dans les synaptosomes de I'hippocampe des souris APPswe/PS1dE9 par rapport aux
souris non transgéniques, chez les souris agées de 3 et 6 mois mais pas chez celles agées
de 1,5 ou 12 mois (Vegh et al., 2014). De fagon surprenante, I'injection intra-hippocampique
de ChABC chez les souris APPswe/PS1dE9, présentant une augmentation de I'expression
des PNN, a permis non seulement d’améliorer les performances de mémoire contextuelle et
de restaurer une partie de la potentialisation a long terme de 'aire CA1 (Vegh et al., 2014),

mais aussi de diminuer la charge amyloide chez ces souris (Howell et al., 2015).

Ainsi, bien qu’il y ait quelques études disponibles aujourd’hui, les résultats restent difficiles a
interpréter. L’ensemble de ces travaux semblent pourtant converger vers la conclusion que les
PNN peuvent protéger les cellules de I'effet délétére de la MA, et que les composants des

PNN interagissent avec les fibrilles d’AB. Un des éléments manquant a toutes ces études est
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l'interaction des interneurones PV avec les PNN car comme nous I'avons vu précédemment,

leurs fonctions semblent étroitement liées.

Ainsi, un des objectifs de cette thése consiste a déterminer comment les cellules PV et leurs
PNN sont affectés dans I'hippocampe du modeéle de souris Tg2576 de la MA a différents ages
représentatifs des différents stades de la maladie.
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OBJECTIFS



Lors des derniéres décennies, I'élargissement de I'utilisation de I'électrophysiologie a permis
d’améliorer la compréhension des activités cérébrales en conditions normales et
pathologiques. Ainsi, dans la cadre de la MA, le nombre d’articles sur les altérations de
l'activité des réseaux neuronaux s’est multiplié, que ce soit sur des souris modéles de la MA
ou des patients atteints de la pathologie. Les résultats de ces études convergent vers une
méme conclusion : une altération de la balance excitation-inhibition (E/l) dans le cerveau
(Bezzina et al., 2015b; Busche et al., 2012; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Palop
et Mucke, 2009; Reyes-Marin et Nunez, 2017; Verret et al.,, 2012; Vossel et al.,, 2013;
Westmark et al., 2008). Ainsi, de nouveaux axes de recherche se sont développés dans le
cadre de la MA, centrant leur attention sur ce déséquilibre E/I et leurs conséquences sur les
oscillations cérébrales, qui pourraient étre liées aux déficits cognitifs observés. Parmi les
oscillations fortement associées aux capacités cognitives (Buzsaki et Draguhn, 2004), les
oscillations gamma (30-100 Hz) sont celles qui sont particulierement liées a 'apprentissage,
au rappel de souvenirs, et a I'attention (Lapray et al., 2009; Sederberg et al., 2007; Tort et al.,
2009). Comme toutes les oscillations cérébrales, les ondes gamma sont le reflet de I'activité
synchrone des neurones excitateurs (Buzsaki et Wang, 2012) mais ce rythme rapide est
imposé par l'activité des neurones inhibiteurs, et plus particulierement les interneurones a
parvalbumine (PV) (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009).

L’altération de ces interneurones PV a été mis en évidence dans plusieurs maladies
neuropsychiatriques telles que la schizophrénie (Chen et al.,, 2014; Lodge et al., 2009;
Nakazawa et al., 2012) ou l'autisme (Filice et al., 2016; Hashemi et al., 2017; Marin, 2012),
mais aussi plus récemment dans la MA (Brady et Mufson, 1997; Verret et al., 2012). En effet,
un dysfonctionnement des interneurones PV a l'origine des perturbations des oscillations
gamma et des déficits cognitifs a été observé chez des souris modéles de la MA (hAPPJ20),
et cela pourrait étre aussi le cas chez les patients atteints de la MA (Verret et al., 2012). D’autre
part, restaurer le fonctionnement des interneurones PV permet une augmentation des
courants synaptiques inhibiteurs et de la puissance de l'activitt gamma, mais aussi des
performances cognitives chez les souris hAPPJ20 (Verret et al., 2012).

Le but de mon travail a été de comprendre plus précisément le lien entre les neurones PV,
I'état de leur matrice extracellulaire, les activités cérébrales aberrantes et les déficits
mnésiques chez les souris modeles de la MA. Pour cela, nous avons étudié ces paramétres
chez les souris Tg2576 a différents stades de la pathologie et en fonction de I'expérience

vécue par les individus. Cette thése s’est ainsi organisée autour de 3 objectifs :

1) Améliorer les capacités mnésiques des souris Tg2576 en restaurant les

oscillations gamma par I’activation spécifique des interneurones PV
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Dans le cadre de la MA ou les perturbations des interneurones PV sous-tendent celle des
oscillations gamma et des troubles cognitifs, modifier les oscillations gamma en stimulant les
interneurones PV pourrait avoir un effet bénéfique sur les fonctions cognitives. Nous avons
commencé par enregistrer I'activitt gamma au cours d’'une tdche comportementale afin de
préciser la nature des altérations des oscillations gamma dans notre modele de la MA :
les souris Tg2576. Nous avons ensuite adapté I'approche optogénétique a I'utilisation d'un
modeéle animal de la MA en croisant les souris Tg2576 avec des souris PV::Cre afin de pouvoir
manipuler I'activité des neurones PV et donc les oscillations gamma au cours d'une

tache comportementale dans le but améliorer les performances mnésiques.

2) Caractériser les altérations des interneurones a parvalbumine et des
perineuronal nets au cours de la pathologie chez les souris Tg2576 : impact

de I’environnement enrichi

De nombreuses études ont mis en lumiére I'importance de lintégrité de la plasticité des
interneurones PV pour leur bon fonctionnement. Si la concentration de la protéine
parvalbumine est le reflet de la plasticité des neurones PV (Donato et al., 2013), il a été
récemment mis en évidence que la matrice extra cellulaire qui leur est spécifique, les peri-
neuronal nets (PNN), I'est tout autant. La présence ou I'absence de cette matrice a non-
seulement des conséquences sur la protection des neurones PV face au stress oxydatif
(Cabungcal et al., 2013), mais a aussi un impact direct sur leur activité (Favuzzi et al., 2017;
Yamada et Jinno, 2015). Ainsi, nous avons recherché des altérations des neurones PV chez
les souris Tg2576. Nous avons pour cela quantifié le nombre de neurones exprimant la PV
et les PNN a différents ages, correspondants, dans ce modéle, a différents stades de

I'amyloidopathie.

De plus, notre équipe a montré qu’un enrichissement environnemental (EE) précoce, réalisé
entre 'age de 3 et 5,5 mois, améliore les performances mnésiques des souris Tg2576
plusieurs mois aprés la fin de I'enrichissement (Verret et al., 2013). Nous avons donc fait
'hypothése que l'effet bénéfique de 'EE observé chez les souris Tg2576 peut étre di a une
modification de la plasticité des neurones PV. Nous avons donc étudié I'effet de
I'enrichissement environnemental sur le nombre de neurones exprimant la PV et les
PNN.

3) Caractériser les oscillations gamma et le couplage théta-gamma lors du

sommeil paradoxal chez les souris Tg2576
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Un fort couplage entre les oscillations théta (6-12 Hz) et gamma a récemment été mis en
évidence lors des comportements exploratoires, lors des processus cognitifs, mais aussi au
cours du sommeil paradoxal (SP), (Bott et al., 2016; Colgin, 2015; Scheffzik et al., 2011; Tort
et al., 2009; Tort et al., 2013). Des perturbations (a la hausse ou a la baisse) du couplage
théta-gamma ont été démontrées dans différents modéles murins de la MA : APP23,
TgCRND8 et APP-KO (Goutagny et al., 2013; Ittner et al., 2014; Zhang et al., 2016). Dans la
troisieme partie de cette thése, nous avons cherché a caractériser les problémes
oscillatoires (oscillations gamma et couplage théta-gamma) des souris Tg2576. Nous
avons réalisé ces analyses cours du SP car I'activité gamma et les phénoménes associés y
sont prononcés, permettant ainsi de les observer dans une condition stable, laissant peu de
place a la variabilité interindividuelle. Ces mesures ont été réalisées a différents ages afin
de rechercher des similitudes entre I'dge d'apparition de ces dysfonctionnements et

celui de I'apparition des troubles cognitifs, bien documenté chez ces souris.
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METHODES



I. Les souris Tg2576, modeles de la Maladie d’ Alzheimer

Parmi les modéles transgéniques murins de la MA, I'un des plus étudiés est la lignée Tg2576
(Hsiao et al., 1996). Ces souris surexpriment le gene humain de la protéine précurseur du
peptide amyloide (hAPP) portant une mutation identifiée dans une famille suédoise (APPswe,
Lys670->Asn, Met671->Leu, double mutation) sous contréle du promoteur de la protéine du
prion de hamster. En conséquence, le transgene est exprimé de maniére constitutive dans la

plupart des tissus, mais de facon plus importante dans le cerveau (Borchelt et al., 1996).

La colonie est maintenue au sein de notre animalerie sous un fond génétique 50% C57BI6 /
50%SJL, en croisant des souris Tg2576 méles avec des femelles C57BI6/SJL F1 (Charles
River, L'Arbresle, France). La progéniture est génotypée pour confirmer la présence de la
séquence d'ADN hAPP par PCR. Aprés sevrage, les souris non-transgéniques (NTQ) et
transgéniques (Tg2576) sont regroupées dans des cages en polycarbonate (32x16x14 cm)
placées a température constante (23+1°C). Dans l'animalerie, la rythmicité circadienne est
basée sur un cycle jour-nuit d'une durée de 12h/12h, le début de la phase lumineuse étant a

8h00, et la nourriture et I'eau sont données ad libitum.
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Figure 52 : Schéma récaptitulatif du décours de la pathologie amyloide et des altérations liées
aux oscillations cérébrales en fonction des différents états de vigilance chez les souris Tg2576.
Ev : éveil, SL : Sommeil lent, SP : Sommeil paradoxal.

L’intérét principal de ce modéle est I'évolution progressive, liée a I'age, de la pathologie
amyloide (Figure 52). Les souris Tg2576 permettent donc d’étudier les phases précoces de la
MA, ce qui présente un intérét notamment pour la recherche de marqueurs précoces de la
pathologie, ainsi que pour la mise en place de stratégies préventives. Cette progression lente
permet aussi de comparer les atteintes provoquées par la pathologie a celles d'un
vieillissement physiologique. Ces raisons nous ont poussés a travailler sur ce modele, plutét
que sur d’autres développant une forme « agressive » et précoce de la pathologie amyloide,
comme les souris APPswe/PS1dE9 ou les Tgx5FAD (Garcia-Alloza et al., 2006; Oakley et al.,
2006).
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Modifications

Capacités cellulaires et
Age mnésiques Références moléculaires Références
3-4 Premiére altération de Diminution de la densité des (D'Amelio et al., 2010);
mois la mémoire spatiale et épines dendritiques (Jacobsen et al., 2006);
contextuelle : (CA1/DG),
Alternance spontanée (Holcomb et al., 1998); Expression ectopique de (Bezzina et al., 2015b)
dans un labyrinthe-Y NPY,
(mémoire de travail), Altération de la neurogénese (Krezymon et al., 2013);
Conditionnement de (Jacobsen et al., 2006); adulte,
peur au contexte (D'Amelio et al., 2010); Vulnérabilité des (Balietti et al., 2013);
Location d’objet (Duffy et al., 2015) mitochondries synaptiques
(CAL)
6-10 Altération de la Diminution du nombre de (Huh et al., 2016);
mois mémoire spatiale et neurones PV (CA),
contextuelle : (King et al., 1999); Diminution de I'expression (Guo et al., 2018);
Evitement passif, (Ikarashi et al., 2004) de VEGF (Hip&Cx),
(Nobili et al., 2017); Diminution du nombre de (Nobili et al., 2017);
Préférence de place (Zhang et al., 2005); neurones DA (VTA), (Cordella et al., 2018);
Conditionnement de
peur au contexte (Lesne et al., 2006); Diminution du taux d’ACh (Ikarashi et al., 2004)
Piscine de Morris (Westerman et al., 2002);

(Hsiao et al., 1996);
(Hsiao et al., 1996)
Alternation spontanée
dans un labyrinthe-Y

11-24 Forte altération de la Diminution du taux de (Krezymon et al., 2013);
mois mémoire spatiale, Calbindine,
contextuelle et de Augmentation de (Porcellotti et al., 2015);
I’apprentissage : I'expression de GFAP et de
Piscine de Morris (Lesne et al., 2006); SOD1/S0D2,
(Westerman et al., 2002); Augmentation de (Apelt et Schliebs, 2001);
Alternance spontanée (Cacucci et al., 2008); I'astrogliose et du taux des (Patel et al., 2005);
dans un labyrinthe-T cytokines pro-inflammatoires
(mémoire de travail) autour des plaques,
Mort cellulaire (DG) et (Otth et al., 2002);

hyperphosphorylation de tau
autour des plaques AB
Dégénération des axones (Lath et al., 2003)
cholinergiques (Cx)

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des altérations cognitives, cellulaires et moléculaires en fonction
de trois stades de la pathologie Alzheimer chez les souris Tg2576. Le stade 3-4 mois correspond
a l'apparition des premiers déficits cognitifs; a 6-10 mois apparaissent 'augmentation du taux
d’AB soluble et de son agrégation en oligomeéeres et des déficits cognitifs avérés; et le stade 11-
24 mois se situe apres I'apparition des premieres plaques amyloides. CA : Corne d’amon, DG :
Gyrus denté, Cx, Cortex, NPY : Neuropeptide Y, VEGF; Vascular endothelial growth factor, VTA:
Aire Tegmentale Ventrale, ACh : Acétylcholine, SOD : Superoxyde dismutase, GFAP : Glial
fibrillary acidic protein.

Avec le vieillissement, ces souris vont développer certaines caractéristiques physiologiques et
comportementales de la MA. Il existe de nombreuses données publiées sur les capacités
cognitives et mnésiques, les niveaux d’accumulation des peptides amyloides, ainsi que sur les
atteintes synaptiques et cellulaires des souris Tg2576. Les principaux résultats consensuels
sont présentés dans un schéma (Figure 52) permettant de visualiser le décours de la
pathologie amyloide et de I'apparition des altérations oscillatoires chez les souris Tg2576. Le
Tableau 1 récapitule les observations clés sur I'évolution des capacités cognitives en paralléle
des altérations cellulaires et moléculaires en fonction de trois stades de la pathologie, comme

définie dans la partie 2 des résultats (Cf résultats p.117).
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[1.  Manipulations comportementales

a. Habituation et Oubli dans un Openfield (HOO)

Le but de ce test est de mettre en évidence un apprentissage simple par le biais d’'une
approche naturaliste (aucune tache n’est demandée, I'animal est libre de son comportement)
en mesurant l'activité locomotrice spontanée (par Ethovision, Noldus) des animaux dans un
open field (OF) circulaire transparent (50 cm de diameétre) dans lequel ils sont placés de
maniére répétitive, et d’en évaluer I'oubli aprés un délai de plusieurs jours ou plusieurs
semaines (Figure 53). Des indices spatiaux sont placés sur chaque pan de mur de la piece

afin que la souris puisse se localiser dans I'espace.

Nous avons choisi d’utiliser ce test car il permet d’évaluer les capacités de mémoire
contextuelle a long terme sur la base d’'un comportement simple et en 'absence de régle. Il a
été démontré que, dans ce test, des souris modéles de la MA montrent une habituation
comparable aux souris NTg, indiquant qu’elles sont capables d’apprentissage d’un contexte
simple, pourtant suivie d’'un rebond d’activité aprés un délai allant de 5 jours a 2 semaines,
signifiant I'oubli du contexte (Martinez-Losa et al., 2018; Orr et al., 2015; Sanchez et al., 2012;
Verret et al., 2012).

La premiére phase du test (Habituation, Figure 53), se déroule sur deux jours (2 sessions de
5 min espacées de 4h par jour). Cette phase permet de déterminer si les animaux montrent
bien une habituation a 'OF, s’exprimant par une diminution de leur activité locomotrice entre

les sessions 1 et 4, témoignant du fait qu’ils se souviennent de cet environnement simple.

La deuxiéme partie du test consiste a mesurer la persistance a long terme de cette mémoire
contextuelle (Oubli, Figure 53). Pour cela, les animaux sont placés dans le méme OF aprés 7
jours (sessions 5 et 6), puis 14 jours (4 sessions sur 2 jours, sessions 7 a 10). L'oubli du
contexte est alors évalué par un indice de rétention, c’est-a-dire le ratio entre les distances
parcourues lors des sessions 5 et 1, ou 7 et 1. Si cet indice est inférieur 1, alors on estime que

'animal a souvenir de I'environnement.
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Figure 53 : Protocole d’Habituation et Oubli dans un Openfield (HOO)
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Enfin, dans le but de déterminer si les déficits comportementaux éventuels des souris Tg2576
s’accompagnent de perturbations de I'activité cérébrale, des enregistrements EEG sans fil
sont réalisés au cours des sessions 1, 4 et 7 (voir p.88 des méthodes et p.97 des résultats).
Dans le cadre de ce travail de thése, ce dispositif nous a donc permis de comparer I'activité
cérébrale des souris NTg et souris Tg2576 dans des conditions familieres ou non, et en
I'absence de tache complexe.

b. Test de reconnaissance sociale (Test a trois chambre)

A 7 Littermate

Figure 54 : Protocole de test a trois chAambres mesurant (A) la capacité de préférence sociale en
présence d'un congénére familier (a gauche) et d'une cage vide (a droite) et (B) la capacité de
reconnaissance sociale entre un congénére familier et une souris inconnue.

Le test a trois chambres est inspiré du dispositif décrit dans la littérature (DeVito et al., 2009;
Hitti et Siegelbaum, 2014). Ce dispositif met d'abord en évidence le degré de sociabilité
(préférence sociale, Figure 54 ; A), puis la capacité de la souris a distinguer ses congénéres
(reconnaissance sociale, Figure 54 ; B). Pour ce faire, nous utilisons un dispositif composé de
3 compartiments de taille égale dans lesquels la souris testée peut étre placée en présence
d'un congénére familier (souris de la méme cage) et / ou d’'une souris étrangere (nouvelle)

placées dans des cages a barreaux (8 cm x 16 cm).

Pour évaluer la sociabilité, une cage contenant une souris familiére est placée dans I'un des
compartiments et une cage vide dans le compartiment opposé (Figure 54 ; A). Aprés une
phase d’habituation (10 min) a 'environnement 24h plus t6t, la souris testée explore librement
les 3 compartiments pendant 10 min. Les souris révélant une sociabilité normale passent plus

de temps a interagir avec la cage contenant la souris familiére.

Le lendemain, les mémes souris sont soumises au test de reconnaissance sociale (Figure 54 ;
B). Ce test révéle la capacité des souris a faire la distinction entre un individu connu et un

individu inconnu. La souris testée est exposée a une cage contenant un congénere familier et
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une cage contenant une nouvelle souris, jamais rencontrée auparavant. Les souris présentant
une capacité de reconnaissance sociale sont plus susceptibles d'interagir avec la nouvelle
souris. Il a été montré dans I'équipe que les souris Tg2576 agées de 6 mois ont une sociabilité
comparable a celle des souris NTg, mais elles ont de faibles performances dans le test de

reconnaissance sociale (These de Christophe Rey en cours).

La distance totale parcourue par les souris et le temps passé dans chague compartiment sont
calculés a l'aide du logiciel Ethovision (Noldus). Le pourcentage de temps d'interaction

exprime le temps d'interaction d'une cage par rapport au temps d'interaction total.
c. Environnement enrichi

C’est le neuropsychologue canadien Donald Hebb, qui a fait le premier le constat en 1947 des
effets bénéfiques de ce qu’on appelle aujourd’hui 'environnement enrichi (EE) (Hebb, 1947).
Hebb avait pour habitude de ramener des rats du laboratoire chez lui, pour amuser ses
enfants. Il fit le constat que les rats qui avaient eu I'opportunité d’interagir et de jouer avec ses
enfants, résolvaient ensuite mieux des problemes comportementaux auxquels il les soumettait

gue des rats restés dans leur cage de laboratoire.

Depuis il a été montré que 'EE améliore I'apprentissage et la mémoire des souris (Garthe et
al., 2016; Nilsson et al., 1999), réduit le déclin mnésique des animaux agés (Morse et al.,
2015), diminue l'anxiété et augmente l'activité exploratoire (D'Andrea et al., 2010; Friske et
Gammie, 2005). D’autre part, de nombreuses études ont décrit les modifications anatomiques,
cellulaires et moléculaires (Diamond et al., 1964; Kempermann et al., 1997; Rampon et al.,
2000; Rosenzweig et Bennett, 1996) qui accompagnent le séjour dans un environnement riche
en stimulations sensorielles et sociales (Figure 55) et qui pourraient expliquer ses effets

bénéfiques sur les fonctions cognitives.
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Visual

Figure 55 : Environnement enrichi et zones cérébrales sollicitées par ses différentes
composantes. Cet environnement induit une activation neuronale et une plasticité dans diverses
régions cérébrales. Les stimulations visuelles et somatosensorielles favorisent la plasticité des
cortex sensoriels concernés (orange et rouge). L’exploration de I'environnement et des objets, la
modulation de I’attention par la nouveauté, constituent des stimulations cognitives qui vont activer
notamment I’hippocampe (bleu) et le cortex entorhinal. De plus, I’exploration implique une activité
motrice accrue qui sollicite le cortex moteur et le cervelet (vert). Il s’agit donc d’un enrichissement
en stimulations multi-sensorielles, en comparaison avec les conditions d’élevage standard des
animaux (Nithianantharajah et Hannan, 2006).

Dans le cadre de la MA, la plupart des patients atteints de la forme sporadigue de la pathologie
développent des symptomes détectables aprés 65 ans. Plusieurs facteurs environnementaux
pourraient influencer le développement de la MA. En effet, la réussite scolaire et professionnel
semble diminuer le risque d'incidence de la MA (Stern et al., 1994). D’autre part, le
comportement actif comme la pratique de loisirs, les activités sociales et I'activité physique,
est associé a un risque réduit de démence (Foubert-Samier et al., 2014) confirmé par les
études du PAQUID (Ramaroson et al., 2003). Or, la corrélation inverse entre le niveau de
performances cognitives et la surface totale occupée par les plaques amyloides est tres faible
chez les individus ayant un niveau d’éducation et une intelligence verbale supérieure (Rentz
et al., 2010). Ces études montrent qu’'un mode de vie cognitivement stimulant peut conférer
une protection contre la détérioration cognitive liée a 'atteinte neuropathologique de la MA,
qu’on appelle « réserve cognitive », expliquant ainsi I'inadéquation entre atteintes cérébrale et
cognitive. Cependant, bien que trés explorés, les mécanismes cérébraux qui sous-tendent

cette réserve cognitive demeurent largement incompris (Bezzina et Rampon, 2013).
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Dans ce contexte, I'étude des effets de I'EE sur les souris modéles de la MA se révéle une
approche de choix pour comprendre les modifications associées a une augmentation des
stimulations environnementale. En effet, le séjour dans un EE permet d’'atténuer les déficits
mneésiques des souris modéles de la MA, et ce malgré le fait que la pathologie soit alors
associée a une forme génétique (Berardi et al., 2007; Costa et al., 2007; Nithianantharajah et
Hannan, 2006; Verret et al., 2013). Cependant, les études sur les effets de I'EE sur
'amyloidopathie ont donné lieu & des observations variables, par exemple sur la surface
occupée par les plaques amyloides, ou encore sur la présence de peptides amyloides solubles
ou oligomériques (Jankowsky et al., 2003; Lazarov et al., 2005; Mainardi et al., 2014; Wolf et
al., 2006), suggérant que les effets bénéfiques de I'EE sur la mémoire ne sont pas sous-tendus

par une modification des processus amyloidogéniques (Nithianantharajah et Hannan, 2006).

Ainsi, les substrats neuronaux sous-tendant les effets bénéfiques de I'EE sur les fonctions
cognitives sont toujours peu connus. Récemment, il a été montré que, chez des souris saines,
le séjour dans un EE modifie le niveau d’excitation des neurones PV de I'hippocampe,
permettant une désinhibition des neurones principaux, ce qui permettrait de faciliter les
nouveaux apprentissages (Donato et al., 2013). D’autre part, la présence des PNN autour des
interneurones PV de I'hippocampe diminue aprés le séjour dans un EE (Favuzzi et al., 2017).
Ainsi, les interneurones PV et leur PNN seraient peut-étre des cibles intéressantes a étudier
pour mieux comprendre les substrats neuronaux de 'effet bénéfique de I'EE sur les fonctions

cognitives.

Au cours de cette thése, nous avons placé des souris Tg2576 et NTg dans un EE pendant 10
semaines, a partir de 'age de 3 mois. L’hébergement est réalisé dans une cage de grande
dimension (150 x 80 x 80 cm) par groupes de 7 a 12 souris femelles NTg et Tg2576 en
essayant d’équilibrer la proportion de souris des deux génotypes. Le sol est tapissé de sciure
standard puis divers objets sont disposés dans la cage : les objets doivent étre de taille, texture
(bois, plastique, métal, verre), couleur et forme différentes (Figure 56). L’environnement créé
doit étre tridimensionnel par I'emploi de tubes ou de ponts entre différentes plateformes pour
favoriser I'exploration. L’alimentation est identique a celle de I'élevage standard a la différence
gue la nourriture est placée dans un ou plusieurs récipients disposés dans différents endroits
de la cage. Enfin, des petits morceaux de papier essuie-tout sont éparpillés dans la cage. Deux
fois par semaine (lundi et mercredi par exemple), deux nouveaux objets de petites tailles sont
placés dans la cage, et deux objets préexistants sont déplacés, la nourriture ou le biberon
d’eau sont déplacés. Une fois par semaine (vendredi par exemple), I'intégralité des objets est
changée, I'eau et la nourriture sont renouvelées, et la sciure est remplacée aux deux tiers. Le
maintien de sciure sale permet d'éviter un excés d’agressivité chez les animaux Tg2576

probablement grace a la conservation de reperes olfactifs territoriaux importants pour le
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maintien d’'une hiérarchie sociale. D’une semaine a l'autre, les objets, la configuration
tridimensionnelle globale de I'environnement et 'emplacement de la nourriture et de la boisson
sont modifiés le plus possible afin de favoriser la nouveauté. Cet EE ne comprend pas de roue
d’exercice pour éviter d’'induire une disparité d’activité entre les animaux. L’ensemble de ces

expériences a été réalisé par Charlotte Bezzina au cours de son travail de thése.

Figure 56 : Gauche : Hébergement standard de laboratoire, Droit : Environnement enrichi

d. Chirurgie

Cette procédure a été utilisée pour les injections adénovirales (Cf méthodes p.82), la pose des
électrodes pour les enregistrements EEG (Cf méthodes p.86), ainsi que pour les manipulations
optogénétiques (Cf méthodes p.82).

Les souris sont d’abord placées 3 minutes dans la chambre d’induction sans gaz anesthésiant
avec un débit d’air et d’'oxygéne de 1ml/min chacun, afin d’habituer I'animal a la cage et
diminuer son stress au moment d’induire I'anesthésie. L’induction est réalisée avec une
concentration en gaz d’isoflurane de 4 % jusqu’a ce que I'animal soit immobile et respire
régulierement (environ 3 minutes). Puis la souris est placée dans le masque de I'appareil
stéréotaxique (Stoelting ou Kopf). Le débit des gaz est alors abaissé a 0,2ml/min, et la
concentration en isoflurane est maintenue a 3% dans les premiéres minutes pour aider le
maintien de I'anesthésie au moment du placement dans le cadre stéréotaxique. Puis lorsque
l'anesthésie de I'animal est stabilisée, la concentration est baissée a 1,5%. Une couverture
chauffante est positionnée sous I'animal pour éviter I'hypothermie et dés lors, la température
corporelle est régulierement surveillée. Pour éviter le dessechement des yeux, un gel oculaire
(Ocrygel) est appliqué. Avant de pratiquer l'incision de la peau du créane, I'absence de réflexe
(pincement d'un orteil) est vérifiée. Une injection de lidocaine (7mg/Kg) en sous-cutané est
faite avant d’inciser la peau. Puis les coordonnées stéreotaxiques sont déterminées grace au

bregma avant de pratiquer la chirurgie nécessaire (injection virale, pose d’électrodes).
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Apres 'opération, chaque animal est soit sacrifié immédiatement afin de prélever son cerveau
(aprés les stimulations optogénétique), soit isolé dans une cage propre avec du papier et
maintenu au chaud sous contréle de I'expérimentateur qui prend notamment soin a son état
d’hydratation. Les animaux sont surveillés jusqu'a leur réveil complet (déplacements
spontanés dans la cage, prise d'eau et de nourriture). Lorsque l'animal présente un
comportement moteur et exploratoire normal, il est replacé avec ses congénéres pour éviter
un isolement trop prolongé. Le jour de la chirurgie puis une fois par jour durant la semaine
suivant la chirurgie, les criteres physiques, comportementaux et physiologiques permettant
d’estimer la souffrance de 'animal sont relevés ainsi que les tremblements et pertes d’équilibre
qui pourraient étre induits par I'opération. Si I'animal montre des signes de souffrance quels
gu’ils soient, I'animal est pris en charge (soin, injection d’anti-douleur et d’anti-inflammatoire)

et si son état ne s’améliore pas, il est sacrifié.

e. Activation spécifique des neurones PV par optogénétique

Les souris PV::Cre et PV::Cre*"/Tq2576

Afin de pouvoir contréler l'activité des interneurones PV chez les souris Tg2576, nous avons

généré une lignée de souris exprimant a la fois hAPPswe, et la Cre recombinase sous le
contréle du promoteur PV (soit des souris Tg2576/PV::Cre*"). Cela permet d’assurer
I'expression des canaux rhodopsines spécifiquement dans les interneurones PV aprés
I'injection d’un adenovirus Cre-dependant. Pour cela, des femelles homozygotes PV::Cre**
(lignée BI6;129P2-Pvalb™ceAmrJ de Jackson Labs, Hippenmeyer et al., 2005) sont croisées
avec des méles hétérozygotes Tg2576. Pendant cette thése, nous avons utilisé la génération
F1 de ce croisement (souris Tg2576/PV::Cre*" et NTg/PV:Cre*") ayant donc un fond
génétique 75%-C57BI6 / 25%-SJL (Figure 57 ; A). Comme attendu, 50% des souris de la F1
expriment hAPP et PV::Cre*" (Figure 57 ; A), ces souris ont été utilisées pour les expériences

sur animal anesthésié (Cf résultats p.102) et aussi en comportement (résultats p.97).

Suite a des problémes d’expression du phénotype comportemental de la MA dans la
génération F1 (75%-C57BI6 / 25%-SJL) (Cf. résultats p.102), une nouvelle lignée a été
générée pour se rapprocher du fond génétique des souris Tg2576, a savoir 50%-C57BI6 /
50%-SJL. Pour cela, nous avons croisé des femelles C57BI6/PV::cre** avec des males SJL,
puis croisé leur progéniture femelle 50%-C57BI6-50%SLJ/PV::cre*” avec des males Tg2576
50%-C57BI6 / 50%-SJL (Figure 57 ; B). A l'issue de ces croisements, nous avons obtenu des
souris NTg ou Tg2576 qui peuvent étre PV::Cre*" ou PV::Cre 7, avec un fond génétique 50%-
C57BI6 / 50%-SJL (Figure 57; B). Les individus de cette lignée, nommée B6SJL-
Tg2576/PV::.Cre, ont été utilisés pour une batterie de tests comportementaux (Cf résultats
p.102).
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A\ Génération de la lignée Tg2576/PV::Cre |8 Génération de la lignée B65)L-Tg2576/PV::Cre
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(50% B6 - 50% SIL) (100% B6)

B6SJL-PV::Cre*/- Tg2576

(50% B6 - 50% SJL) (50% B& - 50% SIL)

B6SJL-Tg2576/PV::Cre
(50% B6 - 50% SIL)

Tg2576/PV::Cre
(75% B6 - 25% SIL)

Figure 57 : Schéma des croisements réalisés pour I'obtention des lignées Tg2576/PV::Cre*/"et
B6SJL-Tg2576/PV ::Cre, associées a leur fond génétique.

Injection virale

Afin de pouvoir contrdler I'activité des interneurones PV spécifiquement, nous avons injecté
un virus contenant une séquence d’ADN codant pour un canal rhodopsine sensible a la lumiére
(ChETA: AAVdj-EF1a-DIO-ChETA-eYFP, UNC Vector Core). ChETA est un variant de la
channelrhodopsine qui est un canal cationique activé par la lumiére bleue (470nm) et
permettant un contrdle ultrarapide des cellules (Gunaydin et al., 2010). La séquence de ChETA
est encadrée par des sites «lox P» et «lox2722» qui, en présence de la Cre-recombinase,
permettent la recombinaison du vecteur viral et I'expression spécifique de ChETA et de eYFP

dans les cellules exprimant la Cre (Figure 58).
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Figure 58 : Expression spécifique de ChETA dans les cellules exprimant la Cre. Aprés insertion
du virus dans toutes les cellules a proximité du site d’injection, seules celles exprimant la Cre-
recombinase vont permettre la recombinaison du vecteur via les sites l1ox2722 et loxP (d’apres
Cardin et al., 2009).

Dans le cadre des souris PV::Cre, l'utilisation de ce virus induit donc I'expression spécifique
de ChETA dans les interneurones PV, permettant un contréle précis de ces interneurones
méme a de hautes fréquences, sans perte de potentiel d’action jusqu’a 200Hz (Yizhar et al.,
2011a). De plus, I'expression d’eYFP permet a posteriori de controler la spécificité de
I'expression virale, et d’évaluer la diffusion de celle-ci. Dans notre étude, les injections d’AAV-
ChETA-eYFP sont faites dans les cortex pariétaux. En effet, plusieurs études ont démontré
gue la stimulation optogénétique des interneurones PV dans ce cortex permet d’induire des
oscillations gamma in vivo (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). D’autre part, nous
envisagions de faire des expériences comportementales chez I'animal vigile basées sur
'exploration spontanée des souris. Dans ces tests, la souris utilise principalement ses
vibrisses, or le cortex pariétal joue un role important dans lintégration des informations

sensorielles provenant des vibrisses chez le rongeur.

Afin de déterminer les coordonnées stéréotaxiques induisant une infection optimale des
interneurones PV du cortex pariétal, un premier lot de souris PV::Cre (n=4) a été injecté avec
un virus contréle contenant un rapporteur fluorescent et dépourvu du géne ChETA (AAVdj-
EFla-DIO-mCherry, UNC Vector). Différentes coordonnées ont été testées et une a été
retenue (AP: -1.5, ML: £3, DV: -1.4 et -1.25) avec un bolus de 0.4puL par site d’injection.

Une fois les meilleures conditions établies pour maximiser I'infection du virus, nous avons

procédé a l'injection de 'AAV-ChETA-eYFP sur un deuxiéme lot de souris.

Des souris Tg2576/PV::Cre (n=6) et NTg/PV::Cre (n=5) agées de 2 a 5 mois sont placées
sous anesthésie générale dans un appareil stéréotaxique (Stoelting). Aprés avoir réalisé une
craniotomie au-dessus du cortex pariétal (AP:-1.5, ML:%3), le virus est délivré par une seringue
Hamilton. Deux bolus de 0,4 pl du virus (AAV DIO-ChETA-eYFP; 2.10'?> molécules virales par
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ml) sont injectés dans les cortex pariétaux a la vitesse de 0,1ul.mint (DV: -1.4mm et -1.25mm).
La seringue est maintenue en place pendant 4 minutes apres chaque injection avant d'étre
retirée du cerveau. L'incision est ensuite suturée (Safil) et le protocole post-opératoire est
appliqué.

Stimulations Optogénétiques

Un mois aprés les injections virales, les souris sont maintenues sous anesthésie générale
avec de lisoflurane (2-5%) dans un appareil stéréotaxique placé dans une cage de Faraday
afin de tester si I'on peut induire des oscillations gamma par le biais de stimulation lumineuse.
Pour cela, une fibre optique de 200um de diameétre (Thorlabs) reliée a un laser DPSS 473nm
(Laserglow) est placée aux coordonnées stéréotaxiques du cortex pariétal (voir plus haut),
100um sous la surface du cerveau. Une fibre composée de deux fils de tungstenes torsadés
et gainés de téflon de 50um de diamétre chacun est placée 100 a 300um autour de la fibre
afin d’enregistrer les potentiels de champs locaux (Local Field Potential: LFP) dans le cortex
pariétal (Figure 59).

Electrode LFP

Fi relié .
\ ibre optique reliée au laser 473nm == Neurone PV+ / ChETA+
— O\ (T .

ML Neurone PV-/ ChETA-

RERER 1

Figure 59 : Stimulation optogénétique des interneurones PV et enregistrement des potentiels de
champs locaux (LFP) dans le cortex pariétal. La présence de ChETA dans les neurones PV induit
la dépolarisation de ces cellules lorsque de la lumiére bleue est émise. La réponse du circuit
local a cette activation spécifique des neurones PV est enregistrée par une électrode de LFP.

L’'impédance des électrodes est vérifiée avant chaque session d’enregistrement et doit étre
comprise entre 0,1 et 0,3 MQ pour pouvoir enregistrer une réponse exploitable. Une électrode
de référence en argent est placée au niveau de la surface du cervelet. Le signal est d’abord
filtré (bande passante 0,3Hz-3kHz) puis amplifié (x1000, Grass P511). Nous nhous
affranchissons du 50Hz généré par le secteur grace a un éliminateur de bruit (Hum Bug, Quest
Scientific), puis le signal est transmis a un ordinateur par un convertisseur analogique/digital
(CED micro3 1401). Les enregistrements LFP sont recueillis puis traités a I'aide du logiciel
Spike2. Les stimulations lumineuses sont déclenchées par le logiciel qui commande un
stimulateur (A-M Systems, modele 2100) relié au laser, permettant le contréle des stimulations

lumineuses. Différents protocoles de stimulation sont réalisés, utilisant des flashs lumineux
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d’'une durée de 1ms et de 5, 10 et 17 mW de puissance. Des trains de stimulation d’'une durée
de 1s, 10s et 30s sont appliqués a différentes fréquences (20, 40, 80 Hz). Nous mesurons la
puissance de gamma pour chaque stimulation et plus particulierement aux fréquences 40 et
80 Hz sensées induire du gamma in vivo d’apres la littérature (Cardin et al., 2009; Cho et al.,
2015; Sohal et al., 2009). Enfin, les souris sont perfusées 1h30 apres la derniére stimulation
avec une solution de paraformaldéhyde 4% (PFA) pour de futures analyses histologiques (Cf
méthodes p.93).

f. Mesures de 1’activité cérébrale par EEG

Au cours de ce travail de thése, nous avons cherché a enregistrer I'activité cérébrale dans des
conditions expérimentales différentes. Une partie de nos travaux vise a observer I'activité
cérébrale au cours des états de vigilance des animaux. Pour ce faire, nous avons utilisé un
systeme d’enregistrement EEG filaire, classique (méthodes p.86, résultats p.131). Cependant,
nous avons également cherché a observer 'activité cérébrale des animaux alors qu’ils sont
engagés dans une tache comportementale; pour cela, nous avons utilisé un systeme sans-fil

(méthodes p.88, résultats p97).

Systéme filaire d’enregistrement EEG

e Chirurgie
Les animaux sont placés sous-anesthésie dans le cadre stéréotaxique selon la procédure

décrite précédemment (p.81). Apres incision de la peau du crane, et afin d’augmenter
'adhérence du cimentage des électrodes, le périoste est retiré par grattage et de fines entailles
sont faites dans I'os, a I'aide d’'une lame de scalpel. Puis deux petites perforations du crane
sont réalisées avec des fraises de 0,5 mm au niveau de I'os pariétal droit et gauche et une
perforation osseuse de 0,75 mm de diamétre au niveau du cervelet pour la vis de référence
(plus petite que le diamétre de la vis). En effet, la vis doit s'imbriquer fermement dans I'os pour
assurer la solidité du montage mais aussi éviter les artefacts de mouvement. Ces perforations
sont situées dans des zones éloignées des principaux vaisseaux de la surface du cerveau

pour éviter les saignements excessifs.

Les deux électrodes d’'EEG sont placées dans la zone subdurale au niveau des cortex
pariétaux droit et gauche, la vis de référence est positionnée au niveau de I'os occipital et une
électrode musculaire est insérée entre les muscles du cou. Chacune de ces quatre électrodes
est insérée par son contact plagué or dans un connecteur multicanal (cylindre de 6mm de
diamétre et 7mm de haut). De la colle dentaire (Superbond, Sun Medical) est appliquée a la
base des électrodes subdurales et sur les % de la surface du crane afin de créer un ancrage

solide des électrodes. Puis un ciment dentaire a base de methylmethacrylate (Duralay) est
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placé pour recouvrir 'ensemble des électrodes et de solidariser le connecteur multicanal au

crane formant une sorte de casque.

Un casque doit idéalement étre le moins haut et le plus droit possible pour diminuer au
maximum les forces exercées par le cable d’enregistrement sur le casque (effet de levier) ce
qui pourrait participer aux artefacts de mouvement. Ce casque doit également étre le plus lisse
possible pour éviter que I'animal ne se blesse. Une fois le ciment sec, les sutures sont
réalisées avec un fil résorbable aseptique pour refermer le site et les animaux ont 7 jours de

récupération avant de commencer les sessions d’enregistrement.

e Sessions d’enregistrement
Pour cela, nous avons enregistré leur EEG sur 24h & différents ages représentant différents

stades de la maladie : 1.5 mois (souris méales, NTg; n=14, Tg2576; n=17), lorsque les souris
n’ont aucun probléme de mémoire mais présentent de I’hypersynchronie, a 6-7 mois (souris
males, NTg; n=9, Tg2576; n=11), quand on peut observer des déficits mnésiques consistants
et une augmentation du taux circulant d’AB et de son oligomérisation, a 9-10 mois (souris
males, NTg; n=7, Tg2576; n=13), apres I'apparition des premiéres plaques amyloides et une
augmentation des déficits cognitifs, et a 11-15 mois (souris males, NTg; n=7, Tg2576; n=13 et
femelles, NTg; n=5, Tg2576; n=7) lorsque les souris présentent un fort déficit cognitif, de

nombreuses plaques et un trés fort taux d’AB circulant et d’oligomérisation (Cf méthodes 74).

Les souris sont placées dans des cages en Plexiglas transparent de dimension 21x20x25 cm
dont le sol est recouvert de sciure, avec un accés a I'eau (biberon) et a la nourriture (3 a 4
croquettes). Chaque cage est placée dans une cage de Faraday de 40,5x40,5x50,5 cm
connectée a la terre pour éviter la pollution du signal EEG par du bruit électrique 50 Hz.
Chaque souris est connectée par un cable souple a un commutateur (PlasticsOne) c'est-a-dire
un connecteur tournant fixé a l'intérieur d’'une cage de Faraday maintenant I'intégrité du circuit
électrique malgré la rotation du cable accompagnant les déplacements de I'animal. Puis un
cable relie le commutateur (a I'extérieur de la cage de Faraday) a 'amplificateur AM system
3600. L’amplificateur, qui amplifie le voltage du signal physiologique de la souris, est lui-méme
connecté par des cables BNC a la carte d’acquisition CED Power 1401 mk Il. La carte
d’acquisition est reliée par cable USB a 'ordinateur, transformant ainsi le signal analogique en

signal numérique.

L’extrémité du cable souple connecté a la souris est munie d’'un amplificateur opérationnel
d’un gain de 1 (suiveur de tension) dont le but est d’augmenter le courant en tout début de
chaine afin de minimiser I'impact des charges électriques externes lié¢es au mouvement du
cable et donc limiter les artefacts sur le tracé EEG. Au niveau de I'amplificateur, pour chacun

des trois cables donc, le signal de la référence est soustrait a celui de I'électrode et filtré entre

87



0,3 et 100 Hz pour les EEG et entre 3 Hz et 20 kHz pour TEMG. Le gain de 'amplificateur est
de 1000. Le signal EEG est échantillonné a 1KHz si 4 souris sont traitées simultanément, et
200 Hz pour 5 souris, limitation due a la carte d’acquisition. Le logiciel Spike 2 a servi
d’interface pour visualiser les tracés EEG mais aussi pour réaliser les analyses du signal

présentées dans ce travail de thése.

Systéme d’enregistrement EEG sans-fil

e Chirurgie
Afin d’enregistrer I'activité cérébrale au cours des taches comportementales, les souris sont

préalablement implantées pour les enregistrements EEG. Pour cela, les souris NTg et Tg2576
agées de 6 & 9 mois sont placées sous anesthésie générale dans un cadre stéréotaxique (Cf
méthodes p.81). Deux électrodes d’enregistrement EEG en fil d’argent (0.125mm de diamétre
gainé de téflon) sont placées dans la zone subdurale au niveau des cortex pariétaux droit et
gauche (AP:-1.5, ML:£3), ainsi qu’une électrode de référence au niveau du cervelet (AP:-6.5,
ML:0). Une électrode de cuivre (0.15mm de diameétre) recouverte d’or est placée entre les
muscles de la nuque afin d’effectuer les enregistrements électromyographiques. Enfin, un fil
d’argent est inséré sous la peau afin de servir de terre. L’ensemble est consolidé par de la
Superbond (SunMedical) et relié a un dispositif maintenu dans du ciment dentaire (Duralay)
permettant la fixation ultérieure d’'un transmetteur sans fil (Multi Channel Systems). Les
animaux ont 7 jours de récupération avant de commencer les sessions comportementales.
o Sessions d’enregistrement

L’utilisation d’un transmetteur sans fil (Multi Channel System) permet d’enregistrer 'TEEG sans
limiter la mobilité de la souris. Le dispositif est fixé sur la téte de la souris avant le début des
sessions de comportement. Le transmetteur est petit et lIéger (13x13x5.5 mm pour 1.89g) et
malgré l'ajout de la batterie un peu plus lourde (31x21x5 mm et 5.1g), 'animal ne présente

aucun mal a se déplacer.

L’acquisition se fait avec le systétme W2100 a une fréquence d’échantillonnage de 2000 a
5000Hz pour 'HOO via le systéeme Multi Channel Experimenter. L’analyse des données EEG,

se fait grace au logiciel Spike2.7.

Pour les données obtenues lors de 'THOO, chaque EEG est fragmenté en épisodes de 30s
pour analyse de spectre de fréquences. Sur chacun de ces segments une transformée de
Fourier rapide (FFT) de fenétre 4096 (analyse sur des événements de 0,8192s de résolution
1,221Hz) permet de déterminer la puissance absolue de différentes bandes de fréquences de

'EEG, particulierement gamma (30-100Hz).
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g. Analyse EEG

Détermination des états de vigilance

Dans cette these nous nous sommes intéressés a 3 états de vigilance pouvant étre identifiés

en fonction des caractéristiques de I'activité cérébrale (EEG) et de I'activité musculaire (EMG).
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Figure 60 : Tracés EEG des différents états de vigilance (éveil (Ev), sommeil lent (SL) et
paradoxal (SP)). Echelle 1mV/ 0,5s pour EMG et 0,5 mV/0,5 s pour EEG.

Au cours de I'éveil (Figure 60 ; Ev), 'animal est généralement actif, parfois engagé dans un
comportement exploratoire. L'EEG se caractérise alors par la proéminence d’oscillations de 5
a 10 Hz (oscillations théta). L’électrode musculaire (EMG) présente une activité qui dépend

des mouvements de I'animal.

Au cours du sommeil lent (Figure 60 ; SL), l'activité synchrone de grandes populations de
neurones thalamo-corticaux entraine I'apparition d’oscillations de grande amplitude et de

basse fréquence 0,5 a 2 Hz. L’animal étant alors immobile, 'TEMG est pratiquement plat.

Enfin, le sommeil paradoxal (Figure 60 ; SP) se caractérise par une atonie musculaire (EMG

plat) et la prédominance d’oscillations théta et gamma sur 'EEG.

Sur la base de ces criteres, la phase du cycle (éveil (Ev), sommeil lent (SL) ou sommelil

paradoxal (SP)) est déterminée pour chaque épisode de 5 s du tracé EEG, et ce sur toute la
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durée des enregistrements en utilisant un script Matlab « SlipAnalysis » développé par Julien
Carponcy et Nicolas Fraize de I'équipe SLEEP du Centre de Recherches en Neurosciences
de Lyon. Ce script permet de calculer la durée totale de chaque état de vigilance ainsi que la
durée moyenne des épisodes d’Ev, SL et SP afin de comparer la fragmentation des états de

vigilance entre les souris Tg2576 et NTqg.

Détections des pointes interictales

Comme nous l'avons décrit en introduction (p.28), une 1IS est une déflection positive ou
négative durant moins de 50 ms et dont 'amplitude est supérieure a deux fois la ligne de base
du signal EEG (Minkeviciene et al., 2009). Pour détecter les IS, nous avons utilisé le protocole
décrit par Charlotte Bezzina (Bezzina et al., 2015b). Ainsi, nous déterminons un seull
correspondant a deux fois la ligne de base, et détectons toutes les déflections qui dépassent
ce seuil. Sur nos tracés EEG, il est arrivé gue nous observions des artefacts de deux types :
des artefacts de basse fréquence (<1Hz) de trés grande amplitude (jusqu’a +5mV) et des

artefacts musculaires pour lesquels le signal de TEMG est visible sur le tracé de 'EEG.

Les déflections détectées par la méthode de seuillage peuvent donc étre des IIS ou des
artefacts de mouvements. Dans ce contexte, I'expérimentateur sélectionne les déflections qui
possédent la forme caractéristique d’une pointe et durent moins de 50 ms. Les artefacts de
mouvements durant plus longtemps que les |IS et coincidant, le plus souvent, avec la présence
d’'une forte activité EMG sont facilement détectés et éliminés. La Figure 61 illustre une IIS et

un artefact de mouvement pouvant ressembler aux IIS.

Au moment de la détection/sélection manuelle des IIS, nous attribuons a chaque pointe un
état de vigilance et le nombre de pointes par état est déterminé. Connaissant la durée totale
de I'éveil, du sommeil lent et du sommeil paradoxal, la fréquence des pointes par minute en

est déduite
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Figure 61 : Différence entre IIS et artefact de mouvement. (A) IIS durant moins de 50 ms de forme
typique (fleche) sans mouvement dans I'’EMG (fleche) (B) un artefact de mouvement de durée
plus longue qu’une 11S, pas trés aigu, pendant une période d’éveil, I’activité EMG s’accentue juste
au moment de l'artefact (fleche). Echelle : 50ms, 1TmV.

Analyse spectrale

Afin d’étudier la puissance des différentes oscillations du signal EEG, nous avons décomposé
le signal par une transformée de Fourier rapide (FFT) afin de générer des spectres de
puissances. Le spectre de puissance est défini par plusieurs paramétres : la gamme de
fréquence (I'échantillonnage de I'enregistrement allant de 200 & 1000 Hz dans notre étude) et
la taille de la FFT (pour un échantillonnage & 1KHz, la taille était choisie & 8192, c’est-a-dire
gu’on avait une valeur de puissance tous les 0.122 Hz, pour ceux a 200Hz, le pas était de 0.9
Hz).

Dans nos études, I'analyse du spectre de puissance est réalisée entre 0 et 100 Hz car cette
gamme de fréquence recouvre la plupart des oscillations physiologiques classiquement
retrouvées pendant les trois états de vigilance. Ce spectre est réalisé soit sur les 5 minutes
des sessions 1, 4 et 7 du test HOO afin d’analyser la puissance des oscillations gamma au

cours d'une tdche comportementale, soit sur 10 minutes de sommeil paradoxal associé a un
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fort couplage théta-gamma (Scheffzik et al., 2011). Ces dix minutes sont obtenues a partir de
4 segments de durée allant de 100 & 250 secondes. Les segments analysés ne doivent pas

contenir de IIS détectées par la méthode de seuillage précédemment décrite.

Analyse du couplage théta-gamma

Le couplage théta-gamma (cross-frequency coupling : CFC) entre la phase de théta et
'amplitude gamma a été analysé comme décrit par I'équipe de Zhang et collaborateur (Zhang
et al., 2016). Pour cela, I'utilisation d’'un script Matlab développé par Romain Goutagny et son
équipe au laboratoire de Neurosciences Cognitives et Adaptatives de Strasbourg nous permet
de déterminer, dans un premier temps, les fréquences entourant le pic de théta (sur 2 Hz) sur

un segment d’'EEG, et dans un second temps I'index de modulation (MI).
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Figure 62 : Visualisation d’EEG filtré pour les oscillations théta et gamma avec une augmentation
de I'amplitude du gamma sur la phase du théta du cas 1 (amplitude faible) au cas 4 (amplitude
forte), associé a leur gauche a une représentation graphique de la modulation de la phase de
théta en fonction de I'amplitude du gamma. Plus a droite, index de modulation correspondant aux
différents cas présentés, et visualisation du cas 4 avec un co-modulogramme. D’aprés (Scheffer-
Teixeira et al., 2012) et (Tort et al., 2010).

Le MI est une mesure permettant de savoir jusqu’a quelle étendue la distribution de 'amplitude
de gamma sur la phase de théta est divergente d'une distribution uniforme (Tort et al., 2010).
Ainsi, plus la phase de théta module I'amplitude gamma, plus le Ml est élevé (Figure Q, cas 3
et 4). Pour chaque souris, nous avons évalué le Ml sur 3-8 épisodes REM pour atteindre une
durée totale de 5 a 10 minutes d’EEG (en moyenne 100-150s). Nous avons calculé le Ml pour
évaluer le couplage entre les oscillations théta (soit en 4-12 Hz, soit au pic de théta +/- 1 Hz
spécifiqguement pour chaque souris) et le gamma lent (55-80 Hz). Chaque épisode de REM
nous donne alors deux figures; la phase de théta en fonction de 'amplitude du gamma (Figure

62) et un co-modulogramme nous permettant de visualiser la puissance du couplage (Figure
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62). Dans cette these, le MI est évalué pour les souris lors du SP des sessions

d’enregistrement de 24h (résultats p.131)

h. Histologie et immunohistochimie

Perfusion et préparation des tissus

Les animaux sont profondément anesthésiés par une injection intrapéritonéale de
pentobarbital sodique (150mg/kg). lls sont ensuite perfusés par voie intracardiaque avec une
solution NaCl 0.9% (20-30s, 20ml/min, température ambiante). Les souris utilisées dans le
cadre des stimulations optogénétiques sont également perfusées avec 150 ml d’'une solution
de paraformadéhyde (PFA) 4% dans du tampon phosphate 0.1M (PB 0.1M) maintenue a 4°C.
Le cerveau des animaux est ensuite prélevé et placé dans une solution PFA 4% pour post-
fixation pendant 48h & 4°C, puis transférés dans une solution de PB 0,1M contenant 30 % de

saccharose et 0,1 % d’azide de sodium pendant au moins deux jours a 4°C.

Les cerveaux sont ensuite sectionnés en coupes de 30 um d’épaisseur avec un microtome
(Leica SM2010R) équipé d’'une plateforme de congélation (Physitemp). Les coupes sont
conservées dans une solution cryoprotectrice (PB 0.1M, éthyléne glycol et glycérol) a -20°C

jusqu’a utilisation pour immunohistochimie.

Immunohistochimie

Quel que soit le marquage effectué a posteriori, toutes les coupes sont d’abord rincées dans
du PB 0.1M et contenant 0.9% de NaCl (PBS) avant d’étre rincées une seconde fois dans du
PBS avec 0.25% de triton-X (PBST). Elles sont alors placées 10 minutes dans une solution
bloquant la peroxydase endogene (3% H»02, 10% méthanol dans du PBS). Aprés 2 ringages
de 20 min au PBST, les coupes sont placées dans une solution de 5% de sérum d’ane dans
du PBST et contenant 0.1% de sodium azide (5% NDS) pendant 1h. Cette étape permet de
saturer les sites de liaison antigénique non-spécifiques.
e Vérification histologique aprées optogénétique

Afin de déterminer I'étendue de I'expression virale chez les individus ayant été injectés avec
une solution d’AAV permettant de manipuler les neurones PV par optogénétique (résultat
p.102), des coupes sériées espacées de 90um sont incubées toute la nuit sous agitation et a
température ambiante dans une solution de 5% NDS contenant une solution d’anticorps
primaires anti-mCherry a 1:5000 (chevre anti-mCherry, AB0081-200, SICGen) ou anti-YFP
1:5000 (chévre anti-YFP, 600-101-215, Rockland). Le lendemain, les coupes sont rincées 2
fois dans du PBST (20 min/ringage) avant d’étre placées dans une solution contenant les
anticorps secondaires biotinylés (1:1000 lapin anti-chévre, Vector Labs) pendant 1h30. Enfin,

les coupes sont rincées 2 fois dans du PBST avant d’étre transférées dans une solution dABC

93



(1:500, Vector Labs) pendant 1h30. Deux ringages au PBST sont effectués avant la révélation
avec la diaminobenzidine (DAB) (0.02% dans Tris-HCI 0.05M pH 7.6). Enfin, les coupes sont
montées sur les lames d’observation microscopique, et déshydratées dans des bains d’alcool
de concentration croissante avant d’étre placées sous lamelles scellées par une solution
d’Eukitt.

Afin de vérifier la spécificité de I'expression virale pour les cellules PV, une autre série de
coupes espacées de 90um est utilisée, et incubée toute la nuit sous agitation et a température
ambiante dans une solution contenant 1:5000 d’anticorps primaires de lapin anti-PV (PV27,
Swant), et 1:5000 d’anticorps de chévre anti-mCherry (AB0081-200, SICGen) ou 1:5000
d’anticorps de chévre anti-YFP (600-101-215, Rockland). Le lendemain, les coupes sont
rincées 2 fois dans du PBST avant d’étre placées dans une solution contenant les anticorps
secondaires fluorescents (adne anti-lapin A488 ou A455 1:250; ane anti-chévre A555 ou A488
1:250 dans du PBST, Molecular Probes) pendant 1h30. Enfin, les coupes sont rincées 2 fois
dans du PBST avant d’étre montées sur les lames d’observation microscopique puis placées
sous lamelles scellées par une solution de Mowiol contenant du Hoechst (1:10000). Aprés
séchage, les lames sont observées par le biais d’'un microscope Leica DM6000 B équipé d’une

lampe a fluorescence et d’'une caméra.

e Marquage des neurones PV et des PNN
Aprés 'étape de blocage des sites antigéniques non-spécifiques (Cf méthodes p.93), les

coupes sont incubées avec de la lectine Wisteria floribunda agglutinin (WFA) conjuguée a de
la biotine (1:1000; Sigma, L1516), des anticorps de lapin anti-Purkinje Cell Protein 4 (PCP4,
1:250; Santa Cruz, sc-74816), et de chévre anti-PV (1:500; Swant, PVG213) toute la nuit sous
agitation et a température ambiante. La WFA a une forte affinité pour les résidus N-
aceétylgalactosamine des PNN, et est I'outil le plus utilisé dans la littérature pour révéler cette
forme de matrice extracellulaire (Briickner et al., 1993; Hartig et al., 1992). L’anticorps anti-
PCP4 permet quant a lui de marquer les neurones pyramidaux de I'aire CA2, afin de pouvoir
délimiter les trois sous-structures hippocampiques CA1-CA2-CA3 dans nos analyses
(Carstens et al., 2016; Celio, 1993).

Le lendemain, les coupes sont rincées deux fois pendant 20 minutes dans une solution de
PBST et placées pendant une heure a température ambiante dans une solution contenant
1:500 de streptavidine couplée avec de la TRITC (Vector, SA-5549) afin de reconnaitre la
biotine associée a la WFA, et 1:250 d’anticorps d’ane anti-chévre A488 pour les interneurones
PV (Invitrogen, A-11055), et 1:250 d’anticorps d’ane anti-lapin A647 pour le PCP4 (Invitrogen,
A-31573). Enfin, les coupes sont rincées 2 fois dans du PBST pendant 20 minutes avant d’étre
montées sur les lames d’observation microscopique puis placées sous lamelles scellées par

une solution de Mowiol contenant du Hoechst (1:10000). Apres séchage, les lames sont
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observées par le biais d’'un microscope Leica DM6000 B équipé d’une lampe a fluorescence
et d'une caméra. Comme décrit plus précisément dans la partie résultat (p.118), le comptage
des neurones PV+, PNN+ et PV+/PNN+ dans chacune des structures d’intérét (CA1, CA2 et
CAB3) est réalisé selon une méthode de stéréologie (West, 1993) grace au logiciel Mercator

(Explora Nova).
I. Analyse statistiques

L’analyse statistique des résultats est réalisée a l'aide du logiciel PrismR 6.0 (GraphPad
Software). Pour chaque échantillon, la normalité est préalablement vérifiée en utilisant le test
d’Anderson-Darling ainsi que I'homogénéité des variances. Dans le cas de données
paramétriques des ANOVA sont réalisées avec en post test des tests de Student, Bonferroni
ou Sidak. Dans le cas de données non paramétriques, des tests de Wilcoxon ou de Mann-
Whitney sont effectués selon que les échantillons sont appariés ou non. Le risque de premiere

espéce a est de 5%.
J. Statut ethique des experiences

Toutes les expériences sont menées en stricte conformité avec les recommandations du
Conseil Européen des Communautés (86/609/CEE), du Comité National Francais (87/848) et
des recommandations du comité local (C 31-555-11, Direction départementale de la protection
des populations). Les expériences contenants des chirurgies et des expériences sur les souris
(Lignée Tg2576 et PV::Cre) ont été autorisé par la direction francaise des services vétérinaires
(#31e11555521, 2002, #02118.02, 2017). Une autorisation visant a minimiser les souffrances

des animaux a été obtenue pour réaliser 'ensemble de ces travaux (FRBT-01).
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RESULTATS



|. Partie 1 — Améliorer les capacités mnésiques des souris Tg2576
en restaurant les oscillations gamma par ’activation spécifique
des interneurones PV

Les interneurones PV permettent de synchroniser de larges populations de neurones
pyramidaux et de générer les oscillations gamma grace a leur propriété « fast-spiking ». Leur
activation est fortement associée aux fonctions cognitives. Récemment, le rble des
interneurones PV dans le déséquilibre de la balance E/I a été mis en évidence aussi bien chez

les patients Alzheimer que chez les souris modeéle de la MA.

En effet, il a été démontré que les interneurones PV des patients et des souris hAPPJ20 sous-
expriment la sous-unité Navl.1 des VGSC (Cf introduction p.33). Cela a pour conséquence
de perturber les oscillations gamma, contribuant ainsi aux déficits cognitifs observés chez ces
souris modeles de la MA. Surexprimer I'expression de Nav1.1 dans les interneurones PV chez
ces souris permet non seulement de restaurer des oscillations gamma semblables aux souris

contréles, mais aussi d’'améliorer leurs performances cognitives (Verret et al., 2012).

Bien que ce modele de souris soit différent des souris Tg2576 que nous avons utilisé dans
cette thése, nous avons fait 'hypothése que ces derniéres présentent également une
perturbation des interneurones PV qui sous-tendrait la perturbation des oscillations gamma et
des troubles cognitifs. Dans ce contexte, moduler les oscillations gamma pourrait avoir un effet

bénéfique sur les fonctions cognitives dans le cadre de la MA.

Ainsi, le premier objectif de cette thése était de manipuler les interneurones PV, et par
conséquent les oscillations gamma, lors d’'une expérience comportementale chez souris

Tg2576 afin d’améliorer leurs performances cognitives.

Pour cela, il nous a fallu mener parallélement deux projets complémentaires : 1) identifier un
test comportemental permettant de mettre en évidence un déficit mnésique associé a un défaut
d’activité gamma chez la souris Tg2576; et 2) mettre en place un protocole permettant de
moduler l'activité gamma par I'activation spécifique des interneurones PV, in vivo, avant de

tenter de coupler ces deux approches.
a. Caractérisation des altérations des oscillations gamma, lors d’une tache

comportementale chez les souris Tg2576

Nous avons cherché a caractériser les altérations des oscillations gamma pendant une tache
comportementale dans laquelle les souris Tg2576 présentent un déficit mnésique. Pour cela,

nous avons choisi le test d’Habituation/Oubli dans un Openfield (HOO), qui est un test
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d’apprentissage simple mesurant l'activité locomotrice pendant que les souris explorent
librement une aréne circulaire; aucune tache ne leur étant demandée (Orr, A. G. et al., 2015;
Sanchez et al.,, 2012; Verret, 2012). On évalue ainsi I'habituation lors de 4 séances
d’exposition au contexte, puis 'oubli de ce contexte, qui se traduit par une ré-augmentation de
la locomotion lorsqu’on réexpose les animaux au contexte aprés un délai de 7 ou de 14 jours
(Cf méthodes p.76).
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Figure 63 : Activité locomotrice dans le test d'habituation/oubli dans un openfield (HOO)
des souris Tg2576. Deux lots de souris Tg2576 (en rouge) et de leurs congénéres non
transgéniques (NTg, en bleu) ont été soumis au test HOO : le premier lot de souris (A) n'a pas
subi de chirurgie et le second lot (B) a préalablement subi une chirurgie permettant I'implantation
des électrodes d'EEG. Les souris Tg2576 de 6 mois non implantées présentent une hyperactivité
lors de Il'introduction dans un contexte nouveau a la session 1 (ANOVA a 2 facteurs pour le
génotype : p=0.0322), qui s’amenuise au cours de [’habituation (session 1 a 4) (ANOVA a 2
facteurs pour les sessions : p<0.0001). Leur locomotion augmente de nouveau aprés un délai de
rétention de 14 jours, a la session 7, pour devenir significativement différente de celle des souris
NTg; mettant en évidence un oubli spécifiquement chez les souris Tg2576. Les moyennes sont
comparées a chaque session entre les deux génotypes a l'aide d'un test-t avec correction de
Sidak (*:p<0.05; ***:p<0.001). Les souris Tg2576 de 7-9 mois utilisées pour les mesures d'EEG
sont également hyperactives par rapport aux souris NTg (ANOVA a 2 facteurs pour le génotype :
p=0.0493). Les deux génotypes montrent une habituation (sessions 1 a 4) (ANOVA a 2 facteurs
pour les sessions : p<0.0001). Cependant, les données recueillies pour ces souris Tg2576
présentent une forte variabilité interindividuelle et ne permettent pas d’observer, en moyenne,
d’oubli significatif (ANOVA a 2 facteurs pour l'interaction p=0.69). Chaque point représente le
nombre de cm parcourus pendant les 5 minutes de chaque session (moyenne +/- SEM).

Un premier lot de 6 souris Tg2576 et de 7 congénéres non-transgéniques (NTg) de 6 mois a
été soumis au test HOO pour valider la pertinence de ce test sur cette lignée de souris (Figure
63 ; A). Les souris Tg2576 montrent une hyper activité générale par rapport aux souris NTg
(ANOVA a deux facteurs pour le génotype : p=0.0322), conformément a ce qui a été observé
dans cette lignée (Gil-Bea et al., 2007; King et al., 1999; Ognibene et al., 2005; Verret et al.,
2013). Cette hyperactivité locomotrice est particulierement marquée lors de la premiére
session (Test de Sidak, p= 0,0004), alors que I'openfield constitue un environnement nouveau,
ce qui est en accord avec les observations faites sur les souris hAPPJ20 (Verret et al., 2012).

Elles montrent ensuite, tout comme les souris NTg, une habituation : leur locomotion décroit
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entre les sessions 1 a 4 (test de Tukey, S1 vs S4 NTg p<0.0001, Tg2576 p<0.0001). A la
session 4, il n'y a plus de différence significative entre les deux génotypes (Test de Sidak,
p=0.91). Aprés 7 jours de délai, I'activité locomotrice des deux groupes de souris augmente
légérement, mais nous n'avons pas observé de différence significative entre la locomotion des
deux génotypes (Test de Sidak, p=0.43). Au contraire, aprés 14 jours de délai, la locomotion
des souris Tg2576 augmente suffisamment pour qu'une différence significative entre
génotypes soit détectable (Test de Sidak, p=0.0044). Il semble donc qu’il est nécessaire

d'attendre 14 jours pour observer un oubli de I'openfield chez les souris Tg2576.
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Figure 64 : Les souris Tg2576 utilisées pour les mesures EEG présentent un déficit de mémoire
a long terme dans le test d'habituation/oubli dans un openfield (HOO). Nous avons calculé, pour
chaque souris, un indice de rétention & 7 jours (panneau A; ratio entre I’activité locomotrice totale
lors de la session 5 et celle de la session 1) et un indice de rétention a 14 jours (panneau B; ratio
entre l'activité locomotrice totale lors de la session 7 et celle de la session 1). Les indices de
rétention moyens a 7 ou 14 jours des souris NTg sont significativement inférieurs au score de
non rétention (t-test vs 1, ***p<0.0001), démontrant un maintien a long terme de I’habituation a
I’openfield. Les scores des souris Tg2576 ne sont pas significativement différents du score de
non rétention (t-test vs 1, p>0.05) et sont significativement différents de ceux des souris NTg
(test non-paramétrique Mann-Whitney p<0.0001); ainsi, contrairement aux souris NTg, les souris
Tg2576 présentent un oubli a ces deux délais. Il faut cependant noter une forte variabilité
interindividuelle chez les souris Tg2576, la plupart des souris (7/10) montrant un score de
rétention a 7 jours similaire a celui des souris NTg, alors qu’une souris présente une locomotion
beaucoup plus élevée en session 5 qu’en session 1 (symbole vert). Les points indiquent les
valeurs individuelles, les barres horizontales représentent la moyenne +/- SEM.

Pour analyser les activités oscillatoires sur I'EEG pendant le test comportemental, nous avons
placé chirurgicalement des électrodes sous la surface de I'os pariétal d'un second lot de souris
Tg2576 (n=10) et de leurs congénéres NTg (n=9).

Nous avons commencé par observer leur comportement (Figure 63 ; B). Comme les souris du
lot précédent, ces souris Tg2576 ont présenté une hyperactivité générale par rapport au souris
NTg (ANOVA a deux facteurs pour le génotype : p=0.0421), mais avec une plus grande

variabilité interindividuelle malgré un effectif plus important. Les deux génotypes semblent
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montrer une habituation, mais la forte variabilité observée pour le groupe Tg2576 ne permet
pas d'observer d'oubli significatif lors de la 5™ et de la 7™ session. Pour mieux visualiser le
déficit de mémoire contextuelle, aussi bien au niveau du groupe qu'au niveau individuel, nous
avons calculé deux scores de rétention a long-terme : un indice de rétention a 7 jours,
correspondant au ratio entre I'activité locomotrice totale lors de la session 5 et celle de la
session 1, et un indice de rétention a 14 jours, correspondant au ratio entre l'activité
locomotrice totale lors de la session 7 et celle de la session 1 (Figure 64). Les scores de
rétention des souris NTg a 7 et 14 jours sont significativement inférieur a 1 (Moyenne NTg a
0.56 + 0.03, test-t, p<0.0001), ce qui illustre le fait qu'elles n'ont pas oublié le contexte. A
l'inverse, les scores des souris Tg2576 ne sont pas, en moyenne, différents de 1 (Moyenne
Tg2576 a 0.86 + 0.26, test-t; p>0.05). Bien que ce score moyen suggére une absence de
mémorisation a long terme de I'openfield, les 10 souris Tg2576 ne semblent pas toutes se
comporter de la méme fagon. En effet, 7 ont des scores de rétention a 7 jours trés similaires
aux souris NTg, deux ont des scores proches de 1 et une présente un score étonnamment
élevé, aux alentours de 3 (Figure 64 ; A). Lors du rappel & 14 jours, seulement 3 souris Tg2576
ont des scores similaires aux souris NTg; 4 souris ont des scores proches de 1; 3 souris ont
des scores étonnamment bas et une souris, toujours la méme, présente un score de 3 (Figure
64 ; B). Ainsi, le déficit mnésique semble plus prononcé aprés 14 jours qu'aprés 7 jours de
délai.

Nous avons ensuite calculé la puissance de gamma sur I'EEG des souris pendant la totalité
de la session 1 (lorsque le contexte est nouveau pour les souris), de la session 4 (lorsque le
contexte est familier pour toutes les souris) et de la session 7 (quand certaines souris Tg2576

présentent un oubli du contexte).

La puissance de gamma chez les souris NTg ne varie pas au fur et a mesure des sessions
(Figure 65). Les souris Tg2576 présentent une augmentation significative de la puissance des
oscillations gamma a la session 1 par rapport aux souris NTg. Cette augmentation, qui va a
'encontre de notre hypothése de départ, aurait cependant tendance a s’atténuer lorsque
I'environnement devient familier, lors de la session 4; méme si les tests statistiques ne le
mettent pas en évidence (Test de Wilcoxon; S1 vs S4, Tg2576, p=0.22) (Figure 65).
Malheureusement, la qualité des EEG lors de la session 7 (prés de 4 semaines apres la
chirurgie) n’a permis d’obtenir des données analysables que pour 2 souris NTg et 4 souris
Tg2576. On peut cependant noter un résultat intéressant concernant la souris qui présentait
un score de rétention de 3, et donc une absence de mémorisation a long terme du contexte.
Pour cette souris, la puissance de gamma est trés élevée lorsquelle est dans un

environnement nouveau (session 1), diminue dans un environnement familier, mais ré-
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augmente a la session 7, lorsque le contexte, qui est censé étre familier, parait nouveau a la
souris (Figure 64 ; B, point vert).
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Figure 65 : L’augmentation de puissance des oscillations gamma chez les Tg2576 est plus
prononcée dans un environnement nouveau que dans un environnement familier. La puissance
absolue des oscillations gamma (30-100Hz) enregistrées au niveau des EEG pariétaux des souris
Tg2576 et de leurs congéneres NTg a été calculée sur I'’ensemble de la durée des sessions 1
(lorsque 'openfield est nouveau), 4 (aprés habituation) et 7 (lorsque certaines souris Tg2576 ont
oublié I'environnement). Plusieurs souris (5 NTg sur 7 et 4 Tg2576 sur 8) ont été exclues de
I’analyse a la session 7 car la qualité des signaux EEG ne permettait pas I’'analyse des oscillations
gamma. Les souris Tg2576 présentent une augmentation de la puissance absolue des oscillations
gamma par rapport aux NTg lors des sessions 1 et 4 (Test Mann-Whitney: p<0.05).
L’augmentation de la puissance des oscillations gamma chez les souris Tg2576 semble s’atténuer
lorsque I’environnement devient familier a la session 4 bien que cette diminution ne soit pas
significative. On notera que la souris qui présentait des scores de rétention particulierement
élevés présente aussi une puissance dans la bande gamma particulierement élevée aux sessions
1 et 7 mais tout a fait normale a la session 4 (point vert). Les points indiquent les valeurs
individuelles, les barres horizontales représentent la moyenne +/- SEM.

Ces expériences ont permis de montrer qu’il existe bien une altération des oscillations gamma
chez les souris Tg2576 mais que celle-ci se caractérise par une augmentation, comme chez
les souris APPswe/PS1-A264E (Wang et al., 2002), plutdét que par une diminution comme cela
semble étre le cas dans les modeles hAPPJ20 (Verret et al., 2012) ou 5xFAD (Schneider et
al., 2014). Cette augmentation chez les souris Tg2576 a été confirmée par d’autres mesures
de la puissance du gamma chez les souris Tg2576 (voir partie 3 ci-dessous), excluant des
problémes liés a la qualité des EEG.
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b. Manipuler les neurones a parvalbumine pour manipuler les oscillations

gamma chez les souris Tg2576

Parallélement aux mesures des oscillations gamma au cours du test HOO, nous avons mis au
point une méthode permettant de manipuler les interneurones PV des souris Tg2576. Nous
avons choisi la technique de I'optogénétique car elle permet un contrdle rapide et discret d’'une
population spécifique de neurones in vivo. Ainsi, pour ces expériences, nous avons utilisé des
souris PV::Cre, c’est-a-dire exprimant 'enzyme cre-recombinase spécifiquement dans les
interneurones PV. Ceci permet I'expression du canal ChETA, spécifiguement dans les
interneurones PV afin de les activer lors des stimulations lumineuses. Nous avons choisi
d’injecter le virus dans les cortex pariétaux dans le but initial d’'augmenter la puissance des
oscillations gamma de facon discréte lors de I'apprentissage ou du rappel d’'un objet, ce qui

nécessite I'activation de cortex somato-sensoriel (Cf Méthodes p.83).

Pour pouvoir contrdler les interneurones PV des souris Tg2576, nous avons croisé des souris
femelle PV::Cre*"* (fond génétique 100% BI6) avec les souris males Tg2576 (50% BI6 et 50%
SJL), donnant naissance a une progéniture soit NTg/PV::Cre*", soit Tg2576/PV::Cre*" (75%
BI6 et 25% SJL) (Cf méthodes p.82).

Spécificité de 1’injection virale

Afin de vérifier la spécificité de notre virus, des contrdles histologiques ont été réalisés sur des
coupes de cerveaux de souris NTg/PV::Cre (n=4) injectées dans le cortex pariétal avec le virus
contrble (AAV-mCherry). Trois semaines apres linjection virale, 'immunohistochimie de la
mCherry met en évidence un marquage visible au moins 1mm en avant et en arriere du site
d’injection, que ce soit par la présence de fibres ou plus rarement de somas marqués (Figure
66 ; A). La double-immunohistochimie PV/mCherry (Figure 66 ; B-D) nous a permis d’estimer
gue proches du centre de I'injection, environ 70% des interneurones PV expriment mCherry.
De plus, aucune expression ectopique de la mCherry n’a été observée dans des neurones
n’exprimant pas la PV. Ainsi, malgré la réduction de I'expression de la Cre dans notre lignée
hétérozygote - comparativement a la lignée homozygote originale - I'efficacité de notre virus
Cre-dépendant semble étre similaire a ce qu’on peut trouver dans la littérature (Cardin et al.,
2009).

Grace a ces informations, nous avons pu injecter le virus contenant le canal ChETA (AAV-
DIO-ChETA-eYFP) spécifiquement dans les cortex pariétaux. Si 'immunohistochimie d’eYFP
indique que ChETA est fortement exprimé au niveau du site d’injection (Figure 67 ; B), nous
avons pu observer la présence de fibres ou méme de corps cellulaires dans des structures

cérébrales relativement éloignées des sites d’injection. Ainsi la présence de fibres marquées
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dans I'hippocampe met en évidence certaines projections extra-corticales des interneurones
PV du cortex pariétal. Le virus pouvant avoir des propriétés antérogrades lorsqu’il est capté
par les axones (Yizhar et al., 2011a), nous avons observé certains somas de neurones PV
dans les noyaux thalamiques qui exerceraient une inhibition sur le cortex pariétal (Figure 67 ;
D-E). Ainsi, d’'aprés ces observations anatomiques, une stimulation lumineuse au niveau du
site d’'injection devrait induire non seulement une dépolarisation des interneurones PV locaux
qui vont modifier I'activité neuronale pariétale, mais devrait également influencer I'activité des
régions de projections extra-pariétales (ici I'hippocampe, Figure 67 ; C), voire provoquer la

dépolarisation de neurones PV distaux projetant au niveau du site d’injection.

A

Figure 66 : Le virus AAV-DIO-mCherry est exprimé spécifiquement dans les interneurones
PV. (A) L’immunohistochimie de mCherry indique que le site d’injection est correctement situé
dans le cortex pariétal. (B-D) La double immunohistochimie PV/mCherry révele que la mCherry,
indiquant I'insertion de I’ADN virale dans la cellule, est présente uniquement dans les cellules
qui expriment PV.

103



pyrCA1 : :.

sICA1
hile

VPL ‘ :;& Aear )
77

Figure 67 : L’expression du virus AAV-DIO-ChETA-eYFP n’est pas limitée au site d’injection.
L’injection est circonscrite au cortex pariétal (A) et I'expression de ChETA-eYFP est spécifique
aux cellules PV (B). Cependant des fibres ChETA-eYFP sont visibles dans I'hippocampe (C)
témoignant de la projection des neurones PV du cortex pariétal dans cette région. Plus
surprenant, des corps cellulaires sont observés dans des noyaux thalamiques (D, E), pourtant a
grande distance du site d'injection. PCx: cortex pariétal; cc: corps calleux; DG: gyrus denté;
sICAl: CA1l stratum lacunosum moleculare; pyrCAl: CAl couche pyramidale; em: external
medullary lamina du thalamus; VPL, VPM: noyaux thalamiques ventraux posterolatéral et
posteromédian . Barres d’échelle : 25um.

Les stimulations lumineuses

Aprés nous étre assurés que nous étions capables de faire exprimer le canal ChETA dans le
cortex de nos animaux, nous avons entrepris la validation du protocole de stimulation
permettant d’'induire localement des oscillations gamma chez I'animal anesthésié. Ainsi, des
souris NTg/PV::Cre*" et Tg2576/PV::Cre”" ont recu les injections virales permettant
I'expression de ChETA dans le cortex pariétal, comme décrit précédemment (Cf méthodes
p.83). Des flashs de lumiére bleue (473nm, 1ms) ont été délivrés a différentes fréquences (10,
20, 40, 80 Hz) et a différentes intensités (5, 10, 17 mW) pendant 30 s via une fibre optique.
Une électrode de LFP, placée dans la zone d’injection, permet de vérifier I'effet des

stimulations lumineuses sur I'activité neuronale locale (Figure 68).

Onze souris, sous anesthésie gazeuse, ont recu une injection de solution contenant le virus
(AAV-DIO-ChETA-eYFP) dans chacun des cortex pariétaux (droit et gauche), ce qui nous a
permis de tester I'effet de la stimulation optogénétique sur deux sites d’enregistrement par
souris. Deux souris NTg et 5 souris Tg2576 ont été utilisées pour 'analyse des données, les
autres ayant permis la mise en place du protocole expérimental. Les contréles histologiques
effectués a la suite de ces expériences ont permis de vérifier I'expression de ChETA au niveau

des 4 sites d’enregistrement des 2 souris NTg et au niveau de 8 des 10 sites d’enregistrement
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pour les 5 souris Tg2576 (les deux sites ne présentant pas d’expression de ChETA n’ont pas

montré d’effet de la stimulation lumineuse).
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Figure 68 : L’activation des interneurones PV dans le cortex pariétal génére des oscillations
gamma, chez I’animal anesthésié. Pendant 30s, des trains de flashs lumineux (1ms, 473nm, 10
mW) sont délivrés a une fréquence de 40Hz ou 80Hz au niveau du cortex pariétal des souris
NTg/PV::Cre*/- et Tg2576/PV::Cre*/- ayant recu une injection de virus AAV-DIO-ChETA-eYFP. (A
et C) Les spectres de puissance absolue dans la bande de basse fréquence (0-20Hz, C) et de
gamma (30-100Hz, A) des souris NTg/PV::Cre*- montrent seulement une nette augmentation a
40Hz ainsi qu’un effet plus faible a 80Hz lorsque la stimulation a 40Hz est appliquée (n=4 site,
sur 2 souris); courbe bleu clair). La stimulation a 80 Hz induit une nette augmentation a 80Hz
(courbe bleu foncé). (B et D) Les mémes résultats sont observés chez les souris
Tg2576/PV::Cre+/- (n=8 sites, sur 5 souris). Cependant, ces souris montrent une activité gamma
beaucoup plus élevée en I'absence de stimulation (en noir; notez les différences d’échelle avec
les souris NTg/PV::Cre*/"), et semblent répondre plus amplement aux stimulations lumineuses
délivrées a 40 et 80 Hz comparées aux souris NTg/PV::Cre+/- (courbes bleu clair et foncé). (E et
F) Exemples de LFP (0,5s; filtre passe haut de 3 Hz) sans ou avec stimulation lumineuse a 80 Hz
pour chaque génotype illustrant les oscillations gamma induites par la stimulation lumineuse des
interneurones PV. Notez ici encore les différences d’échelle entre génotypes.
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Nous avons calculé le spectre de puissance du signal EEG enregistré pendant 30s de ligne
de base et pendant 30s de stimulations lumineuses pour chaque fréquence et puissance de
stimulation. Seules les stimulations a 40 et 80 Hz ont montré un effet flagrant sur I'activité
oscillatoire, comme décrit dans la littérature (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). Sur
I'ensemble des souris NTg/PV::Cre*" testées, un pic de puissance aux fréquences 40 ou 80
Hz est observé lors de la stimulation lumineuse a la fréquence correspondante (Figure 68 ; A
et C). En revanche, lors de la stimulation lumineuse a 20Hz, nous n’avons pas observé d’effet
trés net sur la puissance des oscillations a cette fréquence, mais plutdét une augmentation de
la puissance a 40, 60 et 80 Hz. Ces données indiquent que les stimulations lumineuses
délivrées a des fréquences de 40 ou 80 Hz entrainent la dépolarisation synchrone des
interneurones PV aux fréquences correspondantes, se traduisant par 'augmentation de la
puissance de gamma dans le réseau local. Lors de I'exécution du méme protocole chez les
souris Tg2576/PV::Cre*" (Figure 68 ; B et D), nous avons observé une puissance de gamma
en absence de stimulation trés supérieure a celle mesurée sur les souris NTg/PV::Cre* (NTg :
10° mVv2 et Tg2576 : 10° mV?2). Cette augmentation de la puissance des activités entre 30Hz
et 100Hz est en accord avec les observations sur I'animal vigile qui ont été réalisées en
parallele (Cf Résultats p.97). Les stimulations lumineuses a 40Hz et 80Hz parviennent
toutefois a décupler la puissance des activités locales aux fréquences correspondantes
(Figure 68 ; B).

Ainsi, nous avons bien réussi a induire des oscillations gamma aussi bien chez les souris
NTg/PV::Cre*" que Tg2576/PV::Cre*" (Figure 68). Nous avons pu déterminer chez les souris
NTg/PV::.Cre* que des stimulations de 1 a 5mW/mm?2 aux fréquences de 40 ou 80Hz sont
suffisantes pour induire une robuste augmentation de la puissance du gamma aux fréquences
correspondantes. Nous pouvons noter que les souris Tg2576/PV::Cre*" auraient tendance a

étre plus sensibles aux stimulations lumineuses que les souris NTg/PV::Cre*".

Caractérisation du phénotype comportemental des souris
Tg2576/PV::Cre*’"

Parallélement aux expériences présentées précédemment, et avant de pouvoir manipuler les

interneurones PV chez l'animal vigile, nous avons voulu nous assurer de I'expression du
phénotype comportemental de la nouvelle lignée de souris Tg2576/PV::Cre*". Nous avons
donc commencé par soumettre des souris Tg2576/PV::Cre*" de 6 mois au test HOO présenté
ci-dessus. Nous avons montré précédemment qu’un délai de 14 jours permettait de mieux
mettre en évidence I'oubli chez les souris Tg2576 de 6 mois (Cf Résultats l.a ci-dessus; Figure
63; A). Ainsi, nous avons décidé, pour les expériences réalisées sur les souris

Tg2576/PV::Cre*" de 6 mois, de ne plus faire le test d’oubli aprés un délai de 7 jours et de
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passer directement a la mesure de I'oubli aprés un délai de 14 jours. Par ailleurs, les souris
Tg2576 utilisées pour les enregistrements électrophysiologiques présentaient toujours une
locomotion plus élevée que les souris NTg a la fin de la phase d’habituation (Cf Résultats l.a
ci-dessus; Figure 63 ; B). Dans le but de tester si les souris Tg2576/PV::Cre*" étaient capables
d’atteindre un plateau d’activité locomotrice comparable a celle des souris NTg dans un
environnement familier, nous avons augmenté la durée de la période d’habituation en passant

de 4 a 6 séances d’habituation.

Le premier résultat surprenant fut que les souris Tg2576/PV::Cre*" présentent une activité
locomotrice similaire a celle des souris NTg/PV::Cre*" pendant toutes les sessions de 'HOO
Figure 69 ; A). Nous pouvons en conclure que, contrairement aux souris Tg2576, les souris
Tg2576/PV::Cre*" ne présentent pas d’hyperactivité a 6 mois. Cependant, les souris
Tg2576/PV::Cre*" semblent présenter un rebond de I'activité locomotrice aprés un délai de 14
jours qui n'est toutefois pas significatif (locomotion a la session 7, Tg2576/PV::Cre*" vs
NTg/PV:.Cre*" : t-test: p= 0.38).
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Figure 69 : Phénotypes comportemental de la lignée Tg2576/PV::Cre*- dans le test
d'habituation/oubli dans un openfield (HOO). Les souris ont été soumises au test HOO une
premiere fois a I'age de 6 mois (A) puis une seconde fois a I'dge de 13.5 mois (B). Les distances
parcourues dans l'openfield sont indiquées en rouge pour les souris Tg2576/PV::Cre*/- et en bleu
pour leurs contrdles respectifs non transgéniques. Les souris Tg2576/PV::Cre*’- ne présentent ni
hyper-locomotion, ni oubli. Chaque point représente le nombre de cm parcourus pendant les 5
minutes de chaque session (moyenne +/- SEM). Les moyennes sont comparées a chaque session
entre les deux génotypes a l'aide d'un test-t avec correction de Sidak (aucune différence
significative n'a été observée).

Ainsi, nous avons estimé que ces souris pourraient présenter un déficit de mémoire
contextuelle a 6 mois. Dans le but de confirmer ces résultats, nous avons de nouveau testé
ces mémes souris a 13.5 mois, en supposant que les déficits mnésiques devraient étre plus
flagrants & un &ge plus avancé. Cette fois-ci, nous avons fait 4 sessions d’habituation
seulement car les souris des deux génotypes présentaient un plateau d’activité locomotrice

dés la session 4. A cet age, nous n'avons observé chez les souris Tg2576/PV::Cre*" ni
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d’hyperactivité locomotrice ni de rebond d’activité a la session 5 (qui suit le délai de 14 jours
sensé provoquer un oubli) (Figure 69 ; B). Ces souris ne présentent donc pas d’hyperactivité,
ni de déficit de la mémoire contextuel a 13.5 mois. Nous pouvons alors conclure que la lignée

Tg2576/PV::Cre*" présenterait un phénotype comportemental différent que la lignée Tg2576.

Afin de nous assurer que cette conclusion n’est pas restreinte a un seul test comportemental,
nous avons aussi testé la mémoire sociale d’un lot de souris de la lignée Tg2576/PV::Cre*" a
6, 10 et 14 mois. Ce test permet d’évaluer la capacité des souris a faire la distinction entre un
individu familier et un individu inconnu. Aprés avoir vérifié que les souris ont une sociabilité
normale (test de préférence sociale, Méthodes p.77), le temps d’interaction de la souris testée
avec deux autres souris qui lui sont présentées, I'une familiére et I'autre inconnue, est mesuré.
Dans ce test, des souris capables de mémoire sociale passent plus de temps a interagir avec
la souris inconnue qu’avec la souris familiére (test de reconnaissance sociale, voir Méthodes
p.77).
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Figure 70 : Contrairement aux souris Tg2576, les souris Tg2576/PV::Cre*’- ne présentent pas de
déficit dans le test de reconnaissance sociale dans le dispositif a trois chambres. Les souris
transgéniques (en rouge) ou leurs congéneres non transgéniques respectifs (en bleu) sont
placées en présence d’'un congénére familier et d’'une souris inconnue. Les durées d’interaction
avec la souris nouvelle sont exprimées en pourcentage de la somme des durées d’interaction
avec les deux souris. Les souris Tg2576 agées de 7-9 mois (A) présentent un déficit significatif
de mémoire sociale; alors que les souris Tg2576/PV::Cre*- de 7 mois (B), 10 mois (C) et 14 mois
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(D) n’en présentent pas. Les barres représentent les moyennes + SEM et les ronds les valeurs
individuelles. Chaque moyenne est comparée a 50 ainsi qu’a son groupe contréle non-
transgénique respectif (*:p>0.05, **:p<0.01, ***:p<0.001).

Ainsi, grace a ce test, Christophe Rey, doctorant au sein de I'équipe, a montré que les souris
NTg agées de 7 a 9 mois présentent une mémoire sociale normale (Figure 70; A). En
revanche, les souris Tg2576 du méme age passent autant de temps a explorer les deux souris,
illustrant leur incapacité a différencier une souris familiére d’'une souris nouvelle (Figure 70 ;
A). Leur préférence pour la souris inconnue n’est pas significativement différente du hasard
(test par rapport a 50%, p=0.36) et est significativement plus basse que celles de leurs
congénéres NTqg (test par rapport a 50%, p=0.0024). Les souris Tg2576 présentent donc un

déficit de la mémoire sociale entre 7 et 9 mois.

Au contraire, les résultats obtenus pour les souris Tg2576/PV::.Cre*" a différents ages ne
montrent pas de différence entre ces souris et leur congénéres NTg (Figure 70 ; C-D). Ainsi,
les souris de la lignée Tg2576/PV::Cre*" ont un phénotype comportemental différent de la
lignée Tg2576, avec une absence de déficit mnésique, dans au moins deux tests dépendants
de I'hippocampe (Hitti, F. L. et Siegelbaum, S. A., 2014; Verret et al., 2012 ).

Pour essayer de comprendre l'origine de cette différence entre les deux lignées, nous avons
vérifié la présence de plaques amyloides chez ces souris. Nous avons bien observé la
présence de ces plaques dans le cortex et 'hippocampe a 14 mois, un défaut d’expression du
transgéne hAPP n’est donc vraisemblablement pas la cause de l'absence de trouble
mneésique. Nous nous sommes alors intéressés a l'influence du fond génétique. En effet, il a
été démontré quelques années auparavant dans I'équipe qu’il pouvait y avoir un impact du
fond génétique sur I'expression du phénotype comportemental des souris Tg2576 (Lassalle et
al., 2008).
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Figure 71 : Comparaison des phénotypes comportementaux des lignées Tg2576 et B6SJL-
Tg2576/PV::Cre dans le test d'habituation/oubli dans un openfield (HOQO). Ces deux graphiques
présentent les distances moyennes parcourues (en cm += SEM) pour chaque session du test
d'habituation/oubli dans un openfield (HOQO). Le panneau A reprend, a titre de comparaison, les
données présentées dans la Figure 63 pour la lignée Tg2576 mais avec une échelle comparable
a celle du panneau B représentant les valeurs obtenues pour la lignée B6SJL-Tg2576/PV::.Cre.
Les souris de la lignée B6SJL-Tg2576/PV::Cre*/- présentent une hyperactivité en session 1. Celle-
ci s’amenuise au cours des session d’habituation (1 a 4), sans pour autant atteindre les niveaux
de locomotion de leurs congéneres non transgéniques comme c’est le cas pour la lignée Tg2576.
Ces souris sont ainsi capables d’apprentissage. Les souris B6SJL Tg2576/PV::Cre*/- et leurs
congénéres non transgéniques ne montrent pas non plus d’oubli a la session 5, 14 jours apres la
derniere session d’apprentissage, contrairement aux souris Tg2576. Le panneau C représente le
calcul de I’indice de rétention a 14 jours, ratio entre I'activité locomotrice totale lors de la session
5 et celle de la session 1. Les indices de rétentions moyens a 14 jours des souris NTg/PV::Cre*/"
et Tg2576/PV::Cre*’- sont significativement inférieurs au score de non rétention (t-test vs 1,
**n<0.01 et ***p<0.0001), démontrant un maintien a long terme de I’habituation a I'openfield. Les
moyennes sont comparées a chaque session entre les deux génotypes a l'aide d'un test-t avec
correction de Sidak (* : p<0.05, *** : p<0.001, **** :p<0.0001).

Ainsi, nous avons généré une nouvelle lignée avec un fond génétique plus proche de la lignée
Tg2576 d’origine (50%BI6 et 50%SJL) en croisant une premiére fois les souris femelles
BI6/PV::Cre (100%BI6) avec des males SJL (100%SJL) pour donner naissance a une lignée
BI6(50%)-SJL(50%)/PV::Cre*- dont les femelles ont été croisées avec un male BI6(50%)-
SJL(50%)/Tg2576. Leur descendance présente alors un fond génétique BI6(50%)-SJIL(50%)
pouvant donner des souris Tg2576 et NTg qui sont soit PV::Cre*", soit PV::Cre™. Cette lignée,
dont le fond génétique est plus proche de celui de la lignée Tg2576, est alors nommée B6SJL-
Tg2576/PV::Cre (Méthodes p.82).

Nous avons passé ces souris dans une batterie de tests comportementaux. Dans le test de
I'’HOO (Figure 71 ; A), les souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre*" sont hyperactives comparativement
a leurs congéneéres NTg (Test de Sidak; B6SJL-Tg2576/PV::Cre*" vs B6SJL-NTg/PV::.Cre*"
S1, p=0.0003 et S2 p=0.0004) (Figure 71; B). Elles sont aussi capables de s’habituer
progressivement a I'environnement, sans toutefois atteindre le méme niveau d’activité

locomotrice que leurs congénéres NTg a la derniére session de I'habituation (Test de Tukey;
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S1 vs S4, B6SJIL-NTg/PV::Cre*", p= 0.011; B6SJL-Tg2576/PV::Cre*", p<0.0001) (Figure 71 ;
B).

Aprés un délai de 14 jours, les souris B6SJL-NTg/PV::Cre*" et leurs congénéres Tg2576 ne
présentent pas de rebond de l'activité locomotrice, signifiant qu’elles ne présentent pas de
déficit mnésique dans ce test de mémoire contextuelle (Figure 71 ; B). Il faut cependant noter
que l'activité locomotrice des souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre*" est sujette a une trés grande
variabilité interindividuelle, comme c’était le cas pour les souris Tg2576 utilisées pour les
mesures électrophysiologies décrites plus haut. Nous avons alors calculé l'indice de rétention
a 14 jours (Figure 71 ; C). Les scores de rétention des souris B6SJL-NTg/PV::Cre*" et B6SJL-
Tg2576/PV::Cre*" a 14 jours sont significativement inférieurs a 1 (moyenne + SEM : B6SJL-
NTg/PV::Cre*: 0.49 + 0.08; B6SJL-Tg2576/PV::Cre*": 0.47 + 0.07), ce qui illustrent qu'elles
n'‘ont pas oublié le contexte, et cela malgré une forte hyperactivité chez les souris B6SJL-
Tg2576/PV::.Cre*.

Quelques souris de cette lignée (B6SJIL-Tg2576/PV::Cre*: n=3; B6SJL-NTg/PV::Cre*: n=7)
ont été soumises a des tests de localisation d'objet et de mémoire sociale a des ages plus
avances (9 et 12 mois), mais la faiblesse des effectifs ne permet pas de confirmer I'absence
ou la présence de déficit mnésique chez ces souris (données non montrées en raison de la
faiblesse des effectifs). Cependant un autre test de mémoire sociale a été réalisé chez ces
mémes souris (test a 5 essais; Kogan et al., 2000), ne révélant pas de déficit des souris B6SJL-
Tg2576/PV::Cre*" que ce soit a 9 ou 12 mois (données non montrées en raison de la faiblesse
des effectifs). Ainsi, malgré un fond génétique, en théorie identique a celui des souris Tg2576,
les souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre*" présentent un phénotype comportemental différent de
celui des souris de la lignée Tg2576, sans déficit de mémoire avéré. Elles ne peuvent donc
pas étre utilisées pour répondre a notre question de départ : la modulation des oscillations
gamma pourrait-elle avoir un effet bénéfique sur les fonctions cognitives dans le cadre de la
MA ?

Ce projet a alors été interrompu. Cependant d’autres auteurs ont corroboré notre hypothése
de travail. En effet, laccarino et ses collaborateurs ont montré en 2016, que stimuler les
interneurones PV aux fréquences gamma (40 Hz) permettaient de stimuler la clairance des
dép6bts du peptide amyloide B par le biais de I'activation de la microglie dans la lignée de souris
5XFAD/PV::Cre (laccarino et al., 2016). lls ont aussi montré que ces oscillations gamma
peuvent étre induites par des stimuli sensoriels, par exemple des stimuli visuels (« flickering »
ou stroboscope a 40 Hz), et que cela a, dans le cortex visuel, le méme effet qu'une stimulation

optogénétique des interneurones PV a 40 Hz. lls n'ont cependant pas montré d’amélioration
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des capacités cognitives des souris modeles de la MA avec cette manipulation. Ceci n’a pas
empéché la mise en place d’études cliniques, chez 'homme, visant a stimuler les oscillations
gamma dans les aires corticales par le biais de stimuli externes auditifs, vibratoires et visuels
afin de traiter cette maladie (McDermott et al.,, 2018) (NCT03556280, NCT03661034,
NCT03543878, NCT03657745, et NCT02663531; https://clinicaltrials.gov/).

c. Discussion

Le but de cette partie était, dans un premier temps, de mettre en place un protocole
expérimental permettant de révéler des déficits de mémoire a long-terme chez les souris
Tg2576 agées de 6 a 9 mois, correspondant & une pathologie Alzheimer modérée, et de
déterminer si ces troubles comportementaux sont associés a des perturbations de I'activité
cérébrale, notamment des oscillations gamma, observables sur lTEEG. Dans un second temps,
nous avons cherché a mettre en place un protocole permettant de moduler 'activité gamma

par I'activation spécifique des interneurones PV in vivo, chez I'animal anesthésié.

Le paradigme comportemental utilisé dans cette étude a permis de confirmer le phénotype
hyperactif des souris Tg2576 décrit dans plusieurs études (Gil-Bea et al., 2007; King et al.,
1999; Ognibene et al., 2005; Verret et al., 2013). Nous avons également pu révéler que les
souris Tg2576 sont capables de mémoriser un environnement simple lorsqu’elles y sont
placées de maniéres répétées et rapprochées dans le temps, comme en témoigne leur
habituation entre les sessions 1 et 4 de 'HOO, et conformément a ce qui a été décrit dans
différentes études sur les souris hAPPJ20 (Martinez-Losa et al., 2018; Orr et al., 2015;
Sanchez et al., 2012; Verret et al., 2012). Toujours en accord avec ces études, nos données
indiquent que les souris Tg2576 présentent un oubli lié au contexte dans l'openfield a partir de
7 jours, oubli qui semble plus prononcé aprés un délai de 14 jours. Nous avons choisi ce test
d’HOO pour son approche naturaliste qui consiste a observer le comportement d’'un animal
libre de ces mouvements dans un environnement ou aucune tadche n’est demandée. Cette
approche a permis en outre de révéler de fortes différences interindividuelles chez les souris
Tg2576. Cela peut s’expliquer par le fait que les souris sont agées de 6 a 9 mois lors de nos
expériences, qui est un age ou les premiers troubles cognitifs peuvent étre mesurés dans cette
lignée (Lesne et al., 2006; Westerman et al., 2002). Ainsi, a cet age, les souris Tg2576 peuvent
montrer 2 phénotypes comportementaux différents dans I'HOO : certaines souris n’ont pas de
déficits et sont comparables aux souris NTg du méme age, alors que d’autres souris
présentent des troubles majeurs cognitifs des le début des expériences. On peut donc
classifier le comportement des souris sur une échelle allant des troubles mnésiques mineurs
aux troubles majeurs qui correspondrait respectivement a une altération de la mémoire a 14

jours seulement, une altération de la mémoire a 7 et 14 jours et enfin une altération de
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'apprentissage. Il semblerait donc que 6-9 mois soit une fenétre permettant de mettre en
évidence cette échelle des troubles cognitifs dans la pathologie chez les souris Tg2576, c’est
pour cela que nous avons décidé de n’exclure aucunes souris quel que soit leur comportement
afin de pouvoir corréler leurs performances comportementales avec leurs enregistrements
EEG.

Grace au couplage de 'HOO avec des techniques d’'EEG, nous nous sommes intéressés aux
différences d’activités oscillatoires entre les souris NTg et Tg2576 placées dans un
environnement nouveau, puis familier, et enfin lors d’'un rappel a long-terme de 14 jours. Nous
nous sommes particulierement intéressés aux oscillations gamma qui sont fortement
associées aux facultés cognitives (Sederberg et al., 2007; Yamamoto et al., 2014). Nos
analyses de 'EEG ont mis en évidence une augmentation de la puissance des frégquences
gamma (40-80 Hz) dans un environnement nouveau chez les souris Tg2576 par rapport aux
souris NTg. Ces données sont confirmées par les enregistrements électrophysiologiques des
souris anesthésiées. Ainsi, cet état de forte puissance de gamma serait un état basal pour les
souris Tg2576. En outre, cette augmentation semble exacerbée dans un environnement
nouveau chez des souris présentant des troubles mnésiques qui aurait tendance a s’atténuer
lorsque I'environnement devient familier, donc dans son état basal. Cette augmentation de la
puissance des oscillations gamma, que ce soit dans un environnement familier ou nouveau,
va a linverse de notre hypothése de départ, et de ce qui a été observé chez les souris
hAPPJ20 (Verret et al., 2012), 5XFAD (Schneider et al., 2014), et TJCRND8 (Hamm et al.,
2017). Cependant, d’autres modeéles de souris de la MA montre aussi une augmentation de la
puissance des oscillations gamma, comme les souris APP23 (Ittner et al.,, 2014), les
Tg(APP695.K595N-M596L) et APP695/PS1A246E (Wang et al., 2002) et cela semble aussi
étre le cas pour les souris APPswe/Ps1dE9 (Gurevicius et al., 2013). Cependant, Wang et
collaborateurs ont montré que les souris Tg(APP695.K595N-M596L) et APP695/PS1A246E
présentaient une augmentation des oscillations de 14 a 40 Hz dés 7 mois alors que les souris
ayant seulement la mutation PS1A246E ne montraient pas de différence par rapport aux souris
NTg. De plus, cette augmentation aurait tendance a s’atténuer avec I'dge (Wang et al., 2002).
Parallélement aux enregistrements EEG, Wang et collaborateurs ont aussi quantifié, dans le
cortex et I'hippocampe, une augmentation d’AB soluble a 13 mois entre les souris portant la
mutation APP ou PS1 seule, et qui est fortement amplifié chez les souris portant la double
mutation de APP et PS1. lls émettent alors ’hypothése que laltération des oscillations seraient
plus dépendante de la mutation sur APP que la charge amyloide du cerveau (Wang et al.,
2002). Ainsi, dans notre modéle de souris MA, les souris Tg2576 présentent une augmentation
de la puissance des oscillations gamma, se rapprochant du phénotype des souris APP23. Cela

suggére que I'état du réseau neuronal des souris Tg2576 est différent des souris d’autres
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modeles présentant une diminution de la puissance des oscillations gamma. La réponse aux
stimulations sensorielles ou externes des interneurones PV pourrait alors étre différentes.
Malheureusement, parmi les modeles de souris MA présentant une augmentation de gamma,
il N’y a pas de résultats disponibles sur les propriétés intrinséques des interneurones PV. On
ne peut donc pas conclure sur la raison de cette augmentation de la puissance des oscillations

gamma dans notre modele.

Parallelement, nous avons mené a bien les expériences d’optogénétique dans le but de
manipuler 'activité gamma afin de restaurer les fonctions cognitives chez les souris Tg2576.
Ainsi, l'activation optogénétique des interneurones PV dans le cortex pariétal de souris
NTg/PV::Cre*" et les Tg2576/PV::Cre*" permet d’induire une augmentation spécifique de la
puissance de gamma. Ceci confirme les résultats d’'une autre étude utilisant la méme approche
chez les souris 5XFAD (laccarino et al., 2016). D’autre part, nos résultats indiquent que les
interneurones PV des souris Tg2576 répondent plus facilement aux stimulations lumineuses
gue ceux des souris NTg (Figure 68). Plusieurs hypothéses peuvent étre mises en avant pour
expliquer ce phénoméne. La premiére est que le réseau des interneurones PV serait plus
excitable que celui des souris NTg, conduisant a une augmentation du nombre de cellules
recrutées pour une stimulation et donc une augmentation de la puissance des oscillations
gamma. Pour cela, il serait intéressant d’analyser les propriétés intrinséques des
interneurones PV afin de mieux comprendre leur dysfonctionnement. Une autre hypothése se
base sur les résultats des contrdles immunohistochimiques qui ont permis de mettre en
évidence des interneurones PV exprimant ChETA dans des régions extra-corticales,
notamment dans des noyaux thalamiques. Les relations entre le cortex pariétal et thalamus
ont été trés étudiées (Pala et Petersen, 2015; Poulet et al., 2012). Par exemple, lors de
'exploration directe d’'un objet, les interneurones PV de la couche 2/3 du cortex pariétal
recoivent de fortes et rapides entrées synaptiques excitatrices provenant du thalamus
permettant la transition d’'un état cérébral synchronisé a désynchronisé. Ainsi, il est possible
gue les oscillations déclenchées par la stimulation optogénétique soit le fait des entrées
thalamiques au cortex. Pour estimer ce potentiel biais une analyse plus poussée des
marquages extra-corticaux devrait étre mise en place que ce soit chez les souris NTg ou
Tg2576.

Enfin, dans le but de moduler les interneurones PV lors d’'une tdche comportementale par le
biais de 'optogénétique, nous avons généré la lignée de souris Tg2576/PV::Cre (75%BI6 et
25%SJL). Cependant, si nous avons pu moduler les oscillations gamma par le biais de
I'activation des interneurones PV, nous n’avons pas pu mettre en évidence les déficits cognitifs
normalement présents dans la lignée Tg2576, et ce, méme a des stades avancés de la

pathologie. Le fond génétique d’'une lignée a un réle important lors de I'expression du
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phénotype comportemental car il permet d’éviter la variabilité interindividuelle et influe sur la
régulation de I'expression génique et/ou I'expression phénotypique de cette régulation. Au
laboratoire, nous avions mis en évidence que le fond génétique avait une influence sur le
comportement des souris MA (Lassalle et al., 2008). Ainsi, nous avons généré une nouvelle
lignée avec un fond génétique plus proche de la lignée Tg2576 (50%BI6 et 50%SJL), la lignée
B6SJL-Tg2576/PV::Cre (50%BI6 et 50%SJL). Nous avons bien retrouvé des caractéristiques
comportementales de la lignée Tg2576 chez les souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre, nhotamment
leur hyperactivité locomotrice. Les tests mnésiques réalisés n’ont cependant pas permis de
mettre en évidence un déficit pour la majorité des souris. Malheureusement, lors de la derniére
reproduction, peu de souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre sont nées, et les faibles effectifs n’ont pas
pu nous aider a conclure sur la présence d’altération chez ces souris a des ages plus avancés.
Il est important de noter que lors des reproductions, la génération F2 présentait des couleurs
anormales pour la lignée. En effet, lorsqu’on croise des souris BI6 de fond génétique pur, c’est
a dire avec au moins 5 a 10 rétrocroisements dans la méme lignée, avec des souris de fond
SJL pur, leurs petits peuvent étre de couleur blanche, noire ou marron. Dans les portées issues
des croisements que nous avons réalisés, des souris de couleur grise et champagne étaient
également présentes. Cela signifie alors qu'un des parents n’est pas de lignée pure et cela
peut augmenter trés fortement les variabilités interindividuelles et altérer I'expression du
phénotype Alzheimer (Bailey et al., 2006). En effet, aprés examen, les souris BI6/PV::Cre
n’avaient pas été suffisamment rétrocroisées. Ainsi, elles sont actuellement en rétrocroisement
pour au moins 5 générations avant de pouvoir étre utilisées au laboratoire pour d’autres

expériences.

Si le projet initial a été arrété suite au constat de I'absence de déficit mnésique chez les souris
B6SJL-Tg2576/PV::Cre, et a la publication de I'article de laccarino et collaborateurs (laccarino
et al., 2016), les souris B6SJL-Tg2576/PV::Cre peuvent s’avérer étre utiles pour répondre a
beaucoup d’autres questions. Par exemple, laccarino et al. ont montré qu’augmenter la
puissance des oscillations gamma permet d’activer la microglie, induisant une amélioration de
la clairance d’AB (laccarino et al., 2016). Cependant, nos souris ont déja une puissance
augmentée de gamma. On peut alors se demander si cette augmentation de puissance de
gamma basale pourrait induire une activation microgliale qui pourrait permettre une meilleure
clairance de I'AB au début de I'amyloidopathie, qui serait responsable du phénotype MA
progressif des souris Tg2576. Ainsi, il serait intéressant d'étudier I'état d’activation basale de
la microglie et la clairance de I'AB dans cette lignée. Il devrait étre possible de corréler
I'activation microgliale a I'augmentation de la puissance de gamma, en tirant partie de la forte

variabilité interindividuelle des souris Tg2576 en termes de puissance de gamma. Nous
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pourrions aussi comparer l'activation microgliale des souris Tg2576 a celle d'autres lignées

MA qui ne présentent pas cette augmentation de puissance des oscillations gamma.
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Il. Partie 2 - Caractériser les altérations des interneurones a
parvalbumine et des perineuronal nets au cours de la pathologie
chez les souris Tg2576 : impact de 1I’environnement enrichi

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a l'altération de I'activité des interneurones
PV dans le cadre de la MA et leurs liens avec les troubles cognitifs en prenant un autre point
de vue : le réle de la matrice extracellulaire qui leur est spécifique, les PNN. Cette matrice
entoure le soma et les dendrites proximales des cellules PV et n’apparait autour des neurones
PV qu’a la fin de la période de plasticité corticale (Hensch, 2005). Les PNN auraient un rdle
dans la plasticité cellulaire. Leur présence autour des interneurones PV permet a ces cellules
de conserver un état mature (Celio, 1993) en stabilisant les synapses existantes et en
empéchant de nouvelles synapses de former des contacts sur les cellules PV matures (Kwok
et al., 2011).

Des études trés récentes ont méme démontré que I'absence ou la présence des PNN autour
des interneurones PV avait une influence sur l'activité des cellules PV, plus précisément sur
le taux d’afférences excitatrices ou inhibitrices qu'ils recoivent (Favuzzi et al., 2017). De plus,
la présence des PNN serait fortement influencée par I'expérience. Ainsi, lors d'un
apprentissage ou d’une exposition a un environnement enrichi, le pourcentage d’interneurones
PV entourés de PNN diminue, alors que lorsque la mémoire est consolidée aprés
'apprentissage, ce pourcentage ré-augmente (Favuzzi et al., 2017). La perte de cette matrice,
induite par linjection d’'une enzyme permettant sa dégradation (ChABC), semble suffisante
pour induire une plasticité hippocampique aberrante et des déficits mnésiques (Dominguez et
al.; Donato et al., 2013). De plus, les PNN ont aussi un réle protecteur vis-a-vis des
interneurones PV en les protégeant du stress oxydatif (Cabungcal et al., 2013), leur absence

pourrait donc altérer I'intégrité des interneurones PV.

Les PNN ont été trés peu étudiés dans le cadre de la MA et les résultats des quelques études
disponibles ne permettent pas de conclure quant a leur éventuelle altération chez les patients
atteints de la MA ou chez les souris modéles (Baig et al., 2005; Lendvai et al., 2013; Morawski
et al., 2010b), et une partie des divergences observées entre les différentes études pourraient

s’expliquer par les différences de stades de la maladie.

Les souris Tg2576 présentent 'avantage d’étre un modéle trés progressif de la MA. Il est ainsi
possible, en travaillant a différents ages, de détailler quels éléments de la physiopathologie

amyloide précédent ou suivent I'apparition des troubles mnésiques.

De plus, il avait déja été démontré au laboratoire qu’'un séjour transitoire dans un
environnement enrichi entre 3 et 5.5 mois permet de préserver la mémoire spatiale des souris

Tg2576 jusqu’a 8 mois aprés leur sortie d’enrichissement (Verret et al., 2013). Ainsi, nous

117



avons fait 'hypothése que l'effet bénéfique de I'environnement enrichi sur les souris Tg2576

pourrait étre di a une modulation des interneurones PV et/ou de leur PNN.

L’objectif de cette partie est d’'examiner 1) comment les PNN entourant les interneurones PV
hippocampiques sont affectés pendant le décours de la pathologie Alzheimer; et 2) comment
les PNNs autour des interneurones PV sont modulés aprés un séjour dans un environnent

enrichi dont on sait qu’il améliore les performances cognitives des souris Tg2576.
a. Méthodes

Nous avons compté le nombre d’interneurones PV pourvus de PNN (PNN+/PV+), ainsi que le
nombre total d’interneurones PV (PV+), dans les aires CA1, CA2 et CA3 de I'hippocampe de
souris Tg2576 femelles élevées dans leur cage de laboratoire standard. Nous avons choisi les
ages : 3 mois, lorsqu’il n’y a pas de déficit cognitif avéré, 6 mois, donc aprés 'apparition des
premiers déficits mnésiques consistants et 'augmentation d’AB, et & 13-15 mois lorsque les
souris présentent un fort déficit cognitif, et de nombreuses plaques amyloides, un fort taux
d’AB circulant et oligomérique. Un autre lot de souris femelles a été placé dans un

environnement enrichi (EE) entre 3 et 5.5 mois, avant d’étre sacrifiées a 6 mois.
b. Résumé des conclusions de I’article

Nos travaux ont permis de montrer qu’il existe une altération précoce (dés 3 mois) des
interneurones PV dans I'hippocampe des souris Tg2575, et que laltération de leurs PNN
précede celle de I'expression de PV. De plus, le séjour dans I'EE a permis une restauration du
nombre d’interneurones PV et de leur PNN par rapport aux souris contrdles. Cependant, le
résultat le plus surprenant est I'effet opposé de 'EE sur les cellules PV et leur PNN des souris
Tg2576 et NTg. En effet, si 'EE diminue le nombre de cellules PV et de leur PNN chez les
souris NTg, celui-ci augmente ces parameétres chez les souris Tg2576. Dans les deux cas,
I'EE a été montré comme ayant des effets bénéfiques sur la mémoire (Verret et al., 2013).
Ainsi, cela pourrait signifier que I'effet bénéfique de I'EE est sous-tendu par une modulation

du réseau des cellules PV et de leur PNN.

Ces travaux font l'objet d’'une publication parue en Septembre 2018, dans la revue
Neurobiology of Aging (https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2018.08.024)
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia
in the elderly. This progressive neurodegenerative disease leads to
impairment of learning and retrieval of memories (Lim et al., 2014),
which have been linked to the alteration of hippocampal function
(Hirjak et al., 2017).

Learning and memory retrieval are supported by information
processing that requires a highly coordinated synchronous activity of
neuronal assemblies, causing structural, physiological, cellular, and
molecular modifications within the hippocampus, and elsewhere
(Bontempi et al., 1999; Gould et al., 1999; Hall et al., 2000). During the
last decade, it has been shown that both patients and mouse models
of AD exhibit spontaneous epileptiform activity reflecting alterations
in excitation/inhibition balance and suggesting dysfunction of glu-
tamatergic and/or GABAergic transmissions (Bezzina et al., 2015b;
Irizarry et al., 2012; Ittner et al., 2010; Krantic et al., 2012; Kumar-
Singh et al., 2000; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007;
Vogt et al.,, 2011; Vossel et al., 2013; Ziyatdinova et al., 2016).

* Corresponding author at: CNRS Universite de Toulouse, Centre de Recherches
sur la Cognition Animale, 118 route de Narbonne, Bat 4R3, 31062 Toulouse cedex 4,
France. Tel.: +33 0561556429; fax: +33 0561556154.

E-mail address: laure.verret@univ-tlse3.fr (L. Verret).
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We recently described a link between cognitive impairments
and alteration of parvalbumin (PV)-positive cells in AD mice (Verret
et al., 2012). PV cells are GABAergic fast-spiking interneurons that
are able to synchronize the activity of large populations of excit-
atory neurons and influence neuronal plasticity of their targets
(Chevaleyre and Piskorowski, 2014; Karunakaran et al., 2016; Kim
et al,, 2016; Yazaki-Sugiyama et al., 2009). Interference of PV cell
functioning in the hippocampus of wild-type mice leads to an
alteration of spatial representations and working memory, illus-
trating their contribution to cognitive functions (Korotkova et al.,
2010; Mann and Paulsen, 2007). Notably, PV interneurons in both
AD mice and patients exhibit decreased levels of the voltage-gated
sodium channel subunit Nav1.1; and restoring Nav1.1 levels in AD
mice ameliorates PV cell function and cognitive performances
(Verret et al., 2012). Thus, PV cells play a pivotal role in the
disruption of inhibitory control in the AD brain, leading to major
deficits in cognitive function such as learning and memory.

Although PV cell function is largely studied, it is only recently
that their specific extracellular matrix called perineuronal net
(PNN) reclaimed interest. First described in 19th century (Golgi,
1893), the PNN is a specialized matrix composed of chondroitin
sulfate associated with proteoglycans (brevican, neurocan, versican,
aggrecan, phosphacan) and enwrapping the surface of the soma
and dendrites. Although the functional significance of PNNs has
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remained unexplained for over a century, it is now established that
PNNs ensure the stabilization of existing synapses and prevent the
formation of new ones on mature PV interneurons (Kwok et al.,
2011). As PNNs stabilize excitatory inputs, they lead to an in-
crease in the maximum firing rate of PV interneurons, and in PV
protein expression (Favuzzi et al., 2017; Yamada et al., 2015). This
implication in the regulation of neuronal plasticity suggests a role
for PNNs in memory consolidation. PNNs are dynamically regulated
by experience. For instance, learning or exposure to an enriched
environment (EE) results in a reduced proportion of PV cells sur-
rounded by PNNs in the hippocampus (Favuzzi et al., 2017). This
reduction of PNNs around PV cells would allow these neurons to
respond to changes of the environment. Indeed, degrading PNNs
with the bacterial enzyme chondroitinase ABC promotes assembly
of new inhibitory synapses onto PV cells, which would promote
new learning (Donato et al.,, 2013) and even erase consolidated
memories (Gogolla et al., 2009). Thus, PNNs regulate the stability of
the PV network and therefore participate in stabilizing memories
(Yamada and Jinno, 2015).

PNNs also protect PV cells from oxidative stress from which they
are very subjected to because of their fast-spiking property
(Cabungcal et al., 2013). Because oxidative stress is known to play a
detrimental role in AD (Wright et al., 2013; Zhu et al., 2003), PNN
disruption could alter PV cell integrity during AD pathology. Some
studies document a decrease of PNNs in both patients and mouse
models of AD (Baig et al., 2005; Kobayashi et al., 1989; Lendvai et al.,
2013). However, these results are challenged by an equal number of
studies reporting no alteration of PNNs (Morawski et al., 2010,
2012) or even an upregulation of proteins that form PNNs
(Howell et al., 2015; Vegh et al., 2014). These differences may arise
from technical issues and from differences in the age and/or stage of
the disease. Thus, whether and how PNNs are altered in AD remain
unclear. In this context, we first aimed to determine whether PV
cells and encapsulating PNNs are affected at different ages, repre-
sentative of different stages of AD, in the hippocampus of the
Tg2576 mouse model.

In humans, the risk of dementia in AD is modulated by envi-
ronmental factors and educational level, and practice of various
leisure activities has been associated with a decreased risk of AD-
related dementia (Scarmeas et al., 2001; Stern et al., 1994). Tran-
siently housing a large group of animals in a wide cage filled with
objects of different sizes, shapes, colors, and materials that are
regularly renewed has been proposed as a way to model cognitive
reserve in AD mouse models (Nithianantharajah and Hannan,
2006). Others and we reported that such transient enriched hous-
ing improves cognitive performance of AD mouse models (Costa
et al.,, 2007; Montarolo et al., 2013; Verret et al, 2013). The
neurobiological basis of this beneficial effect of enriched environ-
ment (EE) on cognitive performance remains unknown. Because
exposure to EE was shown to modulate PNNs around PV cells in
regular mice (Favuzzi et al., 2017), EE might improve cognition in
AD mouse models by regulating the presence of their PNNs.
Whether and how EE affects PNNs of AD mouse models remain
unknown. Thus, our second aim is to determine how PNN presence
around PV cells is durably modified by transient EE.

To address these 2 questions, we performed immunostainings
for PV-positive cells and PNNs in areas CA1, CA2, and CA3 of the
hippocampus of nontransgenic (NTg) and transgenic mice (Tg2576)
at different ages, representing different stages of the pathology. The
same stainings were performed in another group of Tg2576 and NTg
mice that were exposed to EE as previously described (Bezzina
et al, 2015a; Verret et al., 2013). Quantification of PV+ cells and
PNNs in the hippocampus of Tg2576 mice indicates that PV and
PNN disruptions are early events of amyloidopathy. However,
following transient stay in EE, the numbers of PV+ and PV+/PNN+

cells in the hippocampus of Tg2576 mice were not different from
those of NTg mice after the same EE experience, showing for the
first time that cognitive improvements induced by EE in AD mouse
models could be supported by a remodeling of hippocampal PV cell
network and their PNNs.

2. Methods
2.1. Mouse model

Experiments were performed on 63 female mice of the trans-
genic line Tg2576 (Hsiao et al., 1996) from our in-house colony.
Tg2576 mice overexpress a double mutant form of human APP695
(Lys670-Asn, Met671-Leu [K670N, M671L]), driven by hamster
prion protein promoter. Tg2576 males were bred with C57B6/SJL F1
females (Charles River, L'Arbresle, France), and the offspring was
genotyped for the hAPP transgene using DNA obtained from post-
weaning tail biopsies. Polymerase chain reaction products were
analyzed to confirm the presence of hAPP DNA sequence in
offspring. Mice were maintained on a 12-hour light/12-hour dark
cycle with free access to food and water.

2.2. Enriched environment

Three-month-old Tg2576 and NTg mice were arbitrary divided
in 2 groups. One group was housed in standard laboratory cages, by
lot of 2—5 mice, until the age of 6 months. The other group was
housed in EE, as previously described (Bezzina et al., 2015a; Verret
et al., 2013) until mice reached the age of 5.5 months after which
they were returned to their standard cages until the age of
6 months when they have been sacrificed. EE was composed of a
large box (150 x 80 x 80 cm) containing various objects of different
sizes, shapes, colors, and materials (wood, plastic, glass, metal), and
no running wheel. Every other day, the spatial configuration of the
objects was modified, and new objects were introduced to stimu-
late mice’s exploratory behavior. Mice were exposed to the EE by
groups of 7—12 individuals. All the mice were given ad libitum ac-
cess to food and water.

2.3. Tissue preparation and immunohistochemistry

Mice were deeply anesthetized with pentobarbital solution and
perfused transcardially with 0.9% saline solution. Brains were
removed and postfixed in 4% paraformaldehyde in phosphate buffer
(PB) 0.1 M solution for 2 days at 4 °C and then submerged in 30%
sucrose solution for 2 more days. Thirty-micrometer-thick sections
were cut on a sliding microtome (Leica SM2010R) equipped with a
freezing stage, washed in PB with saline and 0.25% Triton-X (PBST)
2 times for 30 minutes then blocked in 10% normal donkey serum
for 1 hour. Then, they have been incubated in biotin-conjugated
Wisteria floribunda agglutinin (WFA) lectin (1:1000; Sigma,
L1516), rabbit anti-PCP4 (1:250; Santa Cruz, sc-74816), and goat
anti-PV antibody (1:500; Swant, PVG213) overnight at room tem-
perature. Sections were washed 2 times in PBST during 20 minutes
and incubated for 1 hour at room temperature with 1:500 strep-
tavidin coupled with TRITC for PNN (Vector, SA-5549), 1:250
donkey anti-goat A488 for PV cells (Invitrogen, A-11055), and 1:250
donkey anti-rabbit A647 for PCP4 (Invitrogen, A-31573). Sections
were then mounted in Mowiol solution and coverslipped.

2.4. Quantification of PV+ and PV+/PNN+ cells
Quantification of PV-immunoreactive (PV+) cells, and PV+ cells

with PNN (PV+/PNN+), was conducted from a 1-in-12 series of
sections spaced at 360 pm spanning the hippocampus
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(approximately at —-1.46, —1.70, —2.06, and —-2.30 mm from
bregma). Slides were coded before analysis, so that the experi-
menter was blind to group and genotype, until all samples were
counted.

For each mouse, quantification of PV+, PNN+, and PV-+/PNN+
cells was assessed manually at x20 magnification with a Leica
DM6000 B fluorescence microscope with controlled setting. PV-
positive cells were identified without any assumptions about the
size, shape, and orientation of the objects. The double immuno-
labeling for PV and PNNs was determined when WFA staining was
entirely enveloping the soma of a PV+ cell, even if the staining was
low. Changes of focal point were used by the experimenter to erase
uncertainty.

The corresponding surface area of hippocampal CA1, CA2, and
CA3 sampled for counting was measured using the Mercator ste-
reology system (Explora Nova, La Rochelle, France) at magnification
x5. For a better precision in the identification of the area CA2, we
use the PCP4 labeling, which, in the hippocampus, is specific to the
pyramidal cells of the CA2 area (Dudek et al., 2016). The reference
volume for these structures was determined as the sum of the
traced areas multiplied by the distance between sampled sections
(360 um). The density of PV+ and PV+/PNN+ cells was then
calculated by dividing the number of PV+ and PV+/PNN+ cells by
sectional volume (30-pm thick sections). The total number of PV+
and PV+/PNN+ cells was estimated by multiplying these densities
by the reference volume (West, 1993).

To avoid experimenter bias for the identification of the PV+ and
PV+/PNN+ cells, sections from 4 mice were randomly picked and
PV+ and PV+/PNN+ cells were quantified by another experimenter
who was also blind to the housing condition and the genotype and
who found the same cell numbers as the principal experimenter.

2.5. Quantification of WFA intensity in the CA2 area

The area CA2 of the hippocampus has the particularity to have a
strong and diffuse WFA staining compared with other hippocampal
structures (Carstens et al., 2016; Celio, 1993; Noguchi et al., 2017).
First, images of the area CA2 were acquired with a Leica DM6000 B
fluorescence microscope using controlled camera settings (ProgRes
CFCool; Jenoptik, Jena, Germany) on 2 sections per animal (—1.70
and -2.06 mm from bregma). The CA2 pyramidal layer was
delimited with the polygon tool with Image] (NIH) software, and
the mean gray value in this zone was measured. All images were
analyzed with the same methods of quantification: identification of
CA2, delimitation of the pyramidal layer, and extraction of the mean
intensity of WFA fluorescence.

2.6. Ethics statement

All experiments were performed in strict accordance with the
policies of the European Union (2010/63/EU), the French National
Committee of Ethics (87/848 and the modification of February, 1st,
2013), for the care and use of laboratory animals. Animal facility of
the Centre de Recherches sur la Cognition Animale is fully
accredited by the French Direction of Veterinary Services (D
31-555—11, Sep 13, 2016), and animal surgery and experimentation
conducted in this study were authorized by the French Direction of
Veterinary Services (#31—11555521, 2002, #02118.02, 2017). All
efforts were made to improve animal welfare and minimize animal
suffering.

2.7. Statistics

All statistical analyses were performed using the Prism 5 soft-
ware (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Two-way ANOVAs,

completed with Sidak multiple comparison tests, were used to
examine the effect of age and genotype on cell numbers. To display
the effects of EE for each genotype and on each structure, cell
numbers were normalized to the mean of the corresponding
standard housed group and were compared using two-way ANOVA.
For this analysis, post hoc tests consisted in one-sample t-tests
against 100% (with Bonferroni correction). Student’s t-tests were
used to examine the differences in the absolute number of cells
between NTg and Tg2576 mice after EE. For all tests, significance
was determined by a p value of <0.05.

3. Results

3.1. Early disruption of PV and PNN cells in the hippocampus of
Tg2576 mice

Evolution of PV+ and PNN+ cell numbers was evaluated during
the course of the amyloid pathology in the Tg2576 mouse model of
AD compared with normal aging. To do so, we estimated the
numbers of PV+ cells harboring PNNs (PV+/PNN+), and the total
number of PV+ cells (i.e., PV+/PNN+ and PV+/PNN-) in the areas
CA1, CA2, and CA3 of the hippocampus of Tg2576 mice and NTg
littermates at 3 different ages depicting different stages of the
disease: at the age of 3 months (n = 5 for NTg, n = 5 for Tg2576),
hence before any clear learning and memory deficits (Deacon et al.,
2008; Hsiao et al., 1996; King et al., 1999); at the age of 6 months
(n = 10 for NTg, n = 6 for Tg2576), just after the onset of learning
and memory deficits (Jacobsen et al., 2006; Lesne et al., 2006;
Westerman et al., 2002); and at the age of 13-15 months (n = 9
for NTg, n = 10 for Tg2576), when mice exhibit severe memory
deficits and senile plaque can be found throughout the neocortex
(Verret et al., 2013).

3.1.1. Area CA1

We first examined the presence of PNNs around PV cells (Fig. 1A
and B) in the area CA1 of the hippocampus and reported the esti-
mated absolute number of PV+/PNN-+ cells in this area for each age
and per genotype (Fig. 1C; two-way ANOVA for age: p = 0.067;
genotype: p < 0.0001; interaction: p = 0.084). In NTg mice, we
found that the number of PV+/PNN+- cells is stable until 6 months
of age and then observed a significant drop in 13- to 15-month-old
mice (Fig. 1C; post hoc test in NTg mice: 3 mo vs. 13 mo, p = 0.052;
6 mo vs. 13—15 mo p = 0.009). In Tg2576 mice, the number of PV+/
PNN+ cells in the area CA1 remained stable from 3 to 13-15 months
of age (Fig. 1C). In consequence, the number of PV cells harboring
PNNs in Tg2576 mice resembling early stage of the disease is
significantly lower compared with age-matched NTg mice (post hoc
test between Tg2576 and NTg mice at 3 mo and 6 mo: p = 0.024 and
p = 0.001, respectively). However, there is no difference in the
number of PV+/PNN+ cells in the area CA1 of aged Tg2576 and NTg
mice (post hoc test between Tg2576 and NTg mice at 13-15 mo,
p = 0.59).

As PNN presence is important for PV cell integrity, we investi-
gated whether reduction of PNNs in CA1 was accompanied by a
lesser number of PV+ cells during normal and/or pathological aging
(Fig. 1D; two-way ANOVA for age: p = 0.010, genotype: p = 0.011,
interaction: p = 0.139). Our data in NTg mice reveal the same
pattern for total PV+ cell number (with and without PNNs)
compared with our observations for PV+/PNN+ cells (Fig. 1D; post
hoc test in NTg mice: 3 mo vs. 13—15 mo, p = 0.019; 6 mo vs.
13—15 mo, p = 0.004). In the CA1 of Tg2576 mice, as observed for
PV+/PNN+ cells, the total PV+ cell number remained stable, and
rather low, across ages (Fig. 1D). However, in contrast to what was
observed for PV+/PNN+ cells, the number of total PV+ cells in CA1
significantly differed from age-matched NTg mice only at the age of
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Fig. 1. The numbers of parvalbumin-positive cells with perineuronal net (PV+/PNN+), as well as total PV+ cells, are reduced in the area CA1 of young Tg2576 mice. Micropho-
tographs illustrating PV+ (green) and PNN-+ (WFA staining, red) cells in the area CA1 of 3-, 6-, and 13-15-month-old NTg (A) and Tg2576 (B) mice. Right panels are magnifications on
which closed arrowheads indicate double-labeled cells, and open arrowheads show single-labeled (PV+ or PNN+) cells. The quantification of PV+/PNN+ cells (C) demonstrates a
decrease in the number of these cells at 13—15 months of age compared with younger NTg mice. In contrast, there are less PV+/PNN-+ cells in Tg2576 mice than in NTg mice as
young as 3 months of age. The same trend is observed for the total number of PV+ cells in NTg and Tg2576 mice (D). Bar graphs represent the mean and error bars the SEM. Open
circles show individual data. *: p < 0.05, **: p < 0.01 within same genotype; <: p < 0.05 between age-matched NTg and Tg2576 mice, according to Sidak’s post hoc test. No symbol
means p > 0.05. Scale bars = 50 pm; magnification scale bars = 25 um. Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, perineuronal net; NTg, nontransgenic; WFA, Wisteria floribunda
agglutinin. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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6 months (post hoc test between Tg2576 and NTg mice at 3 mo, p =
0.224; at 6 mo, p = 0.039). This observation suggests that PNN
alteration appears before the reduction of PV cells in Tg2576 mice.

3.1.2. Area CA2

The absolute number of PV-+/PNN+ cells in the area CA2 of NTg
mice (Fig. 2A and B) shows the same pattern as in the CA1 (Fig. 2C;
two-way ANOVA for age: p = 0.004; genotype: p = 0.004; and
interaction: p = 0.049). Specifically, it decreases significantly at the
age of 13-15 months compared with younger in NTg animals (post
hoc test in NTg mice: 3 mo vs. 13—15 mo, p = 0.026; 6 mo vs.
13—15 mo, p = 0.0004). In Tg2576 mice, the number of PV+/PNN+
cells remained low from 3 months of age, showing a significantly
fewer number of these neurons than that in age-matched NTg mice
at the age of 6 months (post hoc test between 6 mo Tg2576 and NTg
mice, p = 0.003).

Apart from the typical PNN presence around PV basket cells, the
area CA2 of the hippocampus has the particularity to exhibit a
strong and diffuse PNN expression in its pyramidal layer (Celio,
1993) (Fig. 2A and B). Whether or not this staining is around PV
or pyramidal cells remains unclear (Carstens et al., 2016; Celio,
1993), and it may reflect the fact that pyramidal cells of the CA2
region are more densely covered by the terminals of PV cells than
those of any other hippocampal region (Chevaleyre and
Piskorowski, 2016). Although unknown, the functional signifi-
cance of diffuse PNNs in the area CA2 might differ from that of
lattice-like PNNs around PV cells. To address whether diffused PNNs
in CA2 were modified by amyloidopathy, we quantified the mean
intensity of WFA in the pyramidal layer of the area CA2, delimited
with PCP4 staining, of NTg and Tg2576 mice (Fig. 2D; two-way
ANOVA for age: p = 0.506; genotype, p < 0.0001; interaction, p =
0.798). No age effect on mean WFA intensity was observed, inde-
pendent of the genotype. However, WFA intensity in the CA2 py-
ramidal layer is roughly 3-fold lower in Tg2576 (3 mo: 5.9 £ 0.4 a.u.;
6 mo: 9.13 + 0.8 a.u.; 13—15 mo: 13.4 + 1.1 a.u.) than NTg mice
(3 mo: 26.1 +£3.8 a.u.; 6 mo: 29.0 + 5.4 a.u.; 13—15 mo: 29.0 + 28.8
a.u.), resulting in a significant difference with control mice at a
young age (post hoc test between Tg2576 and NTg mice at 3 mo, p =
0.018; at 6 mo, p = 0.003; at 13—15 mo, p = 0.017).

The number of PV+ cells in the area CA2 (Fig. 2E; two-way
ANOVA for age: p = 0.0004; genotype: p = 0.077; interaction: p =
0.104) follows the same pattern as observed in the CA1. In NTg mice,
the PV cell number decreases at the age of 13-15 months compared
with younger ages (post-hoc test in NTg mice at 3 mo vs. 13—15 mo:
p = 0.005; and 6 mo vs. 13—15 mo: p = 0.0007). In Tg2576 mice, it
shows significant decrease compared with NTg age-matched mice
only at 6 months of age (post hoc test between 6 mo Tg2576 and
NTg mice, p = 0.039).

3.1.3. Area CA3

Fig. 3A and B shows a special pattern for PV/PNN staining during
aging in the CA3 region of NTg mice (Fig. 3C; two-way ANOVA for
age: p = 0.012; genotype: p = 0.002; interaction: p = 0.008). The
absolute number of PV+/PNN+ cells is found to be increased be-
tween 3 and 6 months of age (post hoc test in NTg mice for 3 mo vs.
6 mo: p = 0.013). It then decreased in 13- to 15-month-old animals,
as seen in other areas (6 months vs. 13—15 mo: p < 0.0001; 3 mo vs.
13—15 mo: p = 0.716). In contrast, the number of PV+/PNN+- cells in
the area CA3 of Tg2576 mice does not show this age-dependent
dynamic, remaining low from 3 to 13-15 months of age (Fig. 3C).
The number of PV+/PNN+ cells in CA3 is significantly lower in 6-
month-old Tg2576 mice than in age-matched NTg animals (post
hoc test between Tg2576 and NTg mice at 6 mo, p = 0.0001).

Markedly, this particular age-dependent dynamic of PV+/PNN+
staining in the area CA3 of NTg animals is not observed regarding

the total number of PV+ cells (Fig. 3D; two-way ANOVA for age:
p = 0.0008; genotype: p = 0.225; interaction: p = 0.048). We found
a significant decrease of PV+ cells at 13—15 months of age in NTg
mice (post hoc test in NTg mice: 3 mo vs. 6 mo, p = 0.850; 3 mo vs.
13—15 mo, p = 0.037; 6 mo vs. 13—15 mo: p = 0.0007). Moreover,
the area CA3 is the only structure where the number of PV+ cells is
significantly decreased between young (3-month-old) and old (13-
to 15-month-old) Tg2576 individuals (Fig. 3D; post hoc test in
Tg2576 mice at 3 mo vs. 13—15 mo, p = 0.026). Likewise, the number
of PV+ cells is significantly lower in 6-month-old Tg2576 mice than
in age-matched NTg animals (post hoc test between 6 mo Tg2576
and NTg mice, p = 0.020).

In summary, the number of PNNs around PV+ cells, as well as
the total number of PV+ cells, significantly decreases in the hip-
pocampus during normal aging. In contrast, the number of PV+
interneurons in the area CA1 is decreased in Tg2576 mice as young
as 3 months of age compared with age-matched control mice. In
CA2, the effect of age on PV cell number is less marked and, in the
area CA3, the number of PV cells in the hippocampus significantly
drops gradually between 3- and 13- to 15-month-old Tg2576 mice.
This indicates that PV cells in the area CA1 may be more vulnerable
to amyloidopathy, followed by those in the area CA2 and finally
those in the area CA3. Altogether, there is a reduction of PV+/PNN+
in Tg2576 mice as young as 3 months of age compared with age-
matched NTg mice, which is followed by a decrease of PV+ cell
numbers at 6 months of age, suggesting that the decrease of PNNs
around PV+ cells precedes the decrease in the number of PV+ cells.

3.2. Transient enriched housing rescues PV/PNN deficits in Tg2576

Enriched housing modulates the presence of PNN around PV+
cells, and PV protein expression in wild-type mice (Favuzzi et al.,
2017). We previously demonstrated that a transient stay in an EE
occurring between 3 and 5.5 months of age is able to preserve
spatial memory of Tg2576 mice at 13 months of age (Verret et al.,
2013). Here, we elaborate on these results and show that the
numbers of PV+/PNN+- cells and of total PV+ cells are decreased in
the areas CA1, CA2, and CA3 of 6-month-old Tg2576 mice compared
with NTg ones (Figs. 1-3). We speculated whether the beneficial
effect of EE on memory of Tg2576 mice could be sustained by a
change in PV/PNN expression following EE. To do so, 3-month-old
NTg and Tg2576 mice were placed in an EE for 10 weeks (Bezzina
et al., 2015a; Verret et al,, 2013). When they were 6 months old,
we estimated the numbers of PV+ cells harboring PNNs, and the
total number of PV+ cells in the areas CA1, CA2, and CA3 of the
hippocampus of these NTg (NTg EE) and Tg2576 (Tg2576 EE) mice.

To display the effect of EE, the number of PV+/PNN+ cells and
the total number of PV+ cells, for each genotype and each structure,
were counted and expressed as the percentage of the mean
observed for the corresponding genotype in mice raised in standard
cages (presented in Figs. 1-3). These data are represented in Fig. 4A
and B. Two-way ANOVAs reveal a robust effect of the genotype on
the effect of EE on both the number of PV+/PNN+- cells and the total
number of PV+ cells (p < 0.001 for genotype in both cases). There is
no influence of the hippocampal subfield studied (ANOVA; p = 0.23
for hippocampal area factor on the effect of EE on PV+/PNN+- cells
and p = 0.91 for total PV+ cells) or any interactions between the
genotype and the hippocampal subfield studied (p = 0.86 for the
interaction factor on the effect of EE on PV+/PNN+ cells and p =
0.38 for total PV+ cells). When pooling the data obtained for CA1,
CA2, and CA3, EE exposure decreased the number of PV+/PNN-+
cells and the number of total PV+ cells in NTg-EE mice to, respec-
tively, 80.2% + 4.4% and 85.1% + 3.8% of the mean number observed
in NTg-SH mice. Conversely, in Tg2576-EE, enriched housing
increased the same 2 parameters to, respectively, 123.4% + 5.8% and
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Fig. 2. Decreased numbers of parvalbumin-positive cells with perineuronal net (PV+/PNN+), total PV+ cells, and diffuse WFA staining in the area CA2 of Tg2576 mice. Micro-
photographs illustrating PV (green), PNN (WFA, red), and PCP4 (blue) staining in the area CA2 of 3-, 6-, and 13- to 15-month-old NTg (A) and Tg2576 (B) mice. On right panels are
magnifications on which closed arrowheads indicate double-labeled cells, and open arrowheads show single-labeled (PV+ or PNN+) cells. The quantification of PV+/PNN+ cells (C)
shows a decrease in the number of these cells in old NTg mice (13—15 mo). Interestingly, the number of PV+/PNN+ cells remains stable, and rather low, across aging in Tg2576 mice.
Regarding the particular diffuse WFA presence in the pyramidal layer of the area CA2 (delimited by PCP4 expression) (D), NTg mice exhibit a stable WFA intensity across ages. In
Tg2576 mice, this WFA staining in the pyramidal layer is constantly low and significantly decreased compared with NTg mice. Finally, the number of total PV+ cells in the area CA2
shows the same trend as for PV+/PNN+ staining for both NTg and Tg2576 mice (E). Bar graphs represent the mean and error bars the SEM. Open circles show individual data. *: p <
0.05, **: p < 0.01, **: p < 0.001 within same genotype; < : p < 0.05 between age-matched NTg and Tg2576 mice, according to Sidak’s post hoc test. No symbol means p > 0.05. Scale
bars = 50 um; magnification scale bars = 25 pm. Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, perineuronal net; NTg, nontransgenic; WFA, Wisteria floribunda agglutinin. (For inter-
pretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 3. Decreased numbers of parvalbumin-positive cells with perineuronal net (PV+/PNN+) and total PV+ cells in the area CA3 of Tg2576 mice. Microphotographs illustrating PV+
(green) cells and PNN (WFA, red) in the area CA3 of 3-, 6-, and 13- to 15-month-old NTg (A) and Tg2576 (B) mice. On right panels are magnifications on which closed arrowheads
indicate double-labeled cells, and open arrowheads show single-labeled (PV+ or PNN+) cells. The quantification of PV+/PNN+ cells (C) shows an increase in the number of these
cells between 3 and 6 months of age, followed by a decrease in old (13—15 mo) NTg mice. In contrast, PV+/PNN+ cell number in the CA3 of Tg2576 mice remains constantly low.
Regarding the number of PV+ cells in NTg mice, it does not follow the same pattern as that for PV+/PNN+, showing as for other hippocampal structures a decrease only at
13—15 months of age (D). Interestingly, area CA3 is also the only region where there is an age-dependent reduction of PV+ cells in Tg2576 mice, hence reaching significance only at
the age of 6 months when compared with age-matched NTg mice. Bar graphs represent the mean and error bars the SEM. Open circles show individual data. *: p < 0.05, ***: p <
0.001, within same genotype; and <: p < 0.05 between age-matched NTg and Tg2576 mice, according to Sidak’s post hoc test. No symbol means p > 0.05. Scale bars = 50 pm;
magnification scale bars = 25 pm. Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, perineuronal net; NTg, nontransgenic; WFA, Wisteria floribunda agglutinin. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 4. Transient enriched housing abolishes the differences in the numbers of
parvalbumin-positive cells with perineuronal nets (PV+/PNN+) and total PV+ cells
between 6-month-old NTg and Tg2576 mice. Nine NTg and 9 Tg2576 mice were
exposed to EE for 10 weeks starting at 3 months of age. For each mouse exposed to EE,
we expressed the number of PV+/PNN+ cells (A) and the total number of PV+ cells (B)
as a percentage of the mean observed in mice of the same genotype and age raised in
SH. After a transient stay in EE, the numbers of PV+/PNN+- cells (C—E) and of total PV+
cells (F-H) globally decrease in NTg mice, whereas they increase in Tg2576 mice. This
effect was homogeneous among all structures studied. Consequently, the difference

125.5% + 5.5% of the mean number observed in Tg2576-SH mice
(p < 0.001 for one-sample t-tests against 100% in each condition).

The difference in the number of PV+/PNN+ cells between ge-
notypes in EE mice remains significant for the area CA1 (Fig. 4C;
two-sample t-test: p = 0.022), but the differences between geno-
types were abolished in CA2 and CA3 after exposure to EE (Fig. 4D
and E; two-sample t-test: p = 0.14 and 0.13 respectively). Regarding
the total number of PV+ cells, there is no differences between ge-
notypes after 10 weeks of enriched housing, in any of the studied
structures (Fig. 4F—H; two-sample t-tests: p = 0.30 for CA1; 0.73 for
CA2; and 0.82 for CA3).

Altogether, transient enriched housing globally impacts PNNs
presence around PV cells and total PV+ cell numbers in both NTg
and Tg2576 mice. Specifically, transient exposure to EE decreases
the number of hippocampal PV+/PNN+ and PV+ cells in NTg mice,
whereas it has the opposite effect in Tg2576 mice. Consequently, EE
suppresses the differences in PV+/PNN+ and PV+ absolute cell
numbers observed between 6-month-old NTg and Tg2576 mice
housed in standard conditions.

A different profile was observed for the effect of EE on WFA
intensity in the pyramidal layer of the area CA2 (data not shown).
This parameter increased in both NTg-EE and Tg2576-EE mice
(respectively, 115.9% + 19.6% and 124.1% + 9.0% of the mean in-
tensity observed in the corresponding SH mice), but this increase
was only significant for the Tg2576-EE group (one-sample t-tests vs.
100%: p = 0.44 for NTg and p = 0.023 for Tg2576 mice). Because the
level of WFA intensity in Tg2576 raised in SH was strikingly low, this
increase does not attenuate the difference in WFA intensity be-
tween genotypes (NTg EE: 33.6 & 5.6 a.u.; Tg2576 EE: 11.3 - 0.8 a.u.;
two-sample t-test: p = 0.0004).

4. Discussion

The aim of this work was to study the status of hippocampal PV
cells and the presence of PNNs during the course of Alzheimer’s
pathology. We investigated how strongly stimulating cognitive
functions by placing the animals in an EE (Nithianantharajah and
Hannan, 2006; van Praag et al., 2000) can durably affect PV/PNN
network in AD mouse models. Our study reveals that Tg2576 mice
have decreased PV+/PNN+ cells that can be detected in the hip-
pocampus of the mice as young as 3 months of age. Strikingly, if
Tg2576 mice are transiently placed in EE starting at this age, the
number of PV+/PNN+ cells in their hippocampus was rescued. We
hypothesize that this increased presence of PNNs around PV cells,
and even of PV cells themselves, could contribute to the long-
lasting beneficial effects of EE on cognitive functions that were
previously observed (Verret et al., 2013).

4.1. Early PV/PNN deficit in Tg2576 mice

The first observation in Tg2576 mice raised in standard housing
condition is the strong diminution of the number of PV cells sur-
rounded by PNNs in the whole hippocampus of the Tg2576 mice as
young as 3 months of age compared with age-matched NTg mice.
Atypical PNN absence in AD condition may compromise the func-
tioning of PV circuits and the associated cognitive controls such as
memory retrieval (Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017; Gogolla

&

observed between NTg and Tg2576 mice raised in SH (illustrated in Figs. 1-3) becomes
undetectable, except for PV+/PNN+ in CA1 (C). Bar graphs represent the mean and
error bars the SEM. Open circles show individual data. ###: p < 0.001 for one-sample
t-tests against 100% when pooling all areas. < : p < 0.05 for two-sample t-test between
genotypes. No symbol means p > 0.05. Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, peri-
neuronal net; NTg, nontransgenic; WFA, Wisteria floribunda agglutinin; EE, enriched
environment; SH, standard housing.
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et al., 2009; Yamada et al., 2015). By counting all the detectable PV
cells (with and without PNN) in the hippocampus of Tg2576 mice,
we also reveal a decrease of PV cell number at the age of 6 months
in areas CA2 and CA3, and even earlier in the area CAl. A similar
reduction of PV+ cell number was already described in areas CA1-
CA2 of very young TgCRNDS8 mice (Mahar et al., 2016), and even in
6-month-old Tg2576 mice when pooling all the hippocampal CAs
(Huh et al., 2016). Furthermore, we noted that the diminution of
PNNs around PV cells occurs before the decrease of total PV+ cells
in Tg2576 mice. This observation is in accordance with the notion
that the PNN protects PV cells against oxidative stress (Cabungcal
et al., 2013; Suttkus et al., 2012). As such, our findings suggest
that a decreased presence of PNNs around PV cells can trigger the
loss of these interneurons. Alternatively, it is known that the
absence of PNNs around PV cells leads to decreased excitatory in-
puts onto them, resulting in lower neuronal activity associated with
reduced PV protein content (Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017;
Yamada et al., 2015). Therefore, our work, as corroborated by other
studies using the TeCRND8 mouse model of AD (Albuquerque et al.,
2015; Krantic et al., 2012; Mahar et al., 2016), suggests that hip-
pocampal PV interneurons are still present in the hippocampus of
young and adult Tg2576 mice, but that their PV protein content is
not high enough for immunohistochemical detection. Our data
obtained after EE support this idea given that transient EE starting
at the age of 3 months, when Tg2576 mice already present low
levels of PV cells in their hippocampus, results by an increase by
about 20% of detectable PV+ interneurons 2 weeks after the end of
EE period compared to standard housing condition. This suggests
that, in AD condition, EE can provoke higher activity of otherwise
understimulated PV cells, perhaps through an increased number of
excitatory inputs onto them, favored by PNN restoration (Donato
et al, 2013; Favuzzi et al, 2017). However, importantly, it is
impossible to determine whether or not PV cells are still present in
the hippocampus of Tg2576 animals, particularly in the oldest
group of mice, only by using immunohistochemistry directed
against PV protein. Further studies would be necessary to address
this critical question, for instance by using a phenotypic marker for
PV cells that is less linked to synaptic activity of these neurons, such
as GADG65 (Chattopadhyaya et al., 2007).

PNN degradation and plasticity can be controlled by many
proteases, including matrix metalloproteinases (MMPs) and
ADAMTS (Dzwonek et al., 2004; Kelwick et al., 2015; Rossier et al.,
2015). The level of these proteases is increased in the brain of AD
mouse models (Yin et al., 2006) and patients (Backstrom et al.,
1996; Miguel et al., 2005). Interestingly, increased levels of
MMP protein and activity are also reported in the hippocampus
after seizure activity (Wilczynski et al., 2008), which could
participate to the PNN reduction associated with epilepsy (Dubey
et al., 2017; Rankin-Gee et al., 2015). It is now well established
that AD mouse models present spontaneous abnormal brain ac-
tivity such as seizure and epileptiform spikes (Bezzina et al.,
2015b; Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Ziyatdinova
et al., 2016), and these observations have been since reproduced
in AD patients (Vossel et al., 2017). Others and we recently re-
ported that spontaneous epileptiform activity can be detected in
Tg2576 mice as young as 1.5 months old (Bezzina et al., 2015b;
Kam et al, 2016). It is thus possible that these Ap-induced
abnormal brain activities enhance the MMPs level, consequently
degrading PNNs that potentially reduce PV cell activity. Alterna-
tively, absence of PNN by itself may be sufficient to provoke
hypersynchrony and hyperexcitability, through disruption of local
PV cell networks and excitatory/inhibitory balance. Hence,
whether PNN disruption is a cause or a consequence of aberrant
network activity remains a key question in the understanding of
AD pathology.

4.2. Effect of normal and pathological aging on PNNs in different
hippocampal areas

In nontransgenic control subjects, we observed that aging
differentially affects hippocampal areas. Specifically, PV and PNN
remain stable up to 6 months and then decrease by 13-15 months in
the areas CA1 and CA2. In the CA3 area, we observe an increase
between 3 and 6 months of age, and then a decline between 6 and
13-15 months of age. These observations are in accordance with a
previous study in wild-type mice, showing a decrease of PNN in-
tensity between 2 and 12 months of age in the area CA1, but no
changes between these same ages in the area CA3 (Yamada and
Jinno, 2013). However, the increase in PNNs around PV cells is
increased between 3 and 6 months of age specifically in the area
CA3 of NTg mice remains unexplained.

In Tg2576 mice, the more consistent and earliest decrease of
PNNs involves the well-described diffuse PNN expression into the
pyramidal layer of the area CA2 (Celio, 1993). It is still unclear
whether this strong presence of PNNs is due to its localization at PV
interneuron terminals, which are particularly high in this hippo-
campal area (Botcher et al., 2014), or whether they are surrounding
CA2 pyramidal neurons per se (Carstens et al., 2016). Interestingly,
at the end of EE, the differences between genotypes are still pro-
nounced for this parameter. Although the specific function and
origin of diffuse PNN staining in the pyramidal layer of the CA2
remain to be determined, it is now well accepted that the CA2 plays
an important, if not crucial, role in the formation of social memory
(Hitti and Siegelbaum, 2014). For example, PV cell dysfunction in
the CA2 area is associated with abnormal social behaviors
(Piskorowski et al., 2016). Although these cognitive functions are
strongly altered in AD patients, social memory and recognition have
been poorly assessed so far in mouse models of the disease, and
whether or not social memory is intact in Tg2576 mice after EE
remains an open question.

In addition, our data indicate that the number of PV/PNN cells in
the hippocampus of Tg2576 mice remains constantly low during
aging. In contrast, in NTg mice, the number of PV/PNN cells declines
between 6 and 13—15 months of age, then reaching the same
number of PV/PNN cells as in Tg2576 mice. Consequently, and in
accordance with a previous report using the same mouse line
(Morawski et al., 2010), we did not find evidence for differences
between the 2 genotypes at 13-15 months of age, although NTg and
Tg2576 mice show different cognitive abilities at this age (Chapman
et al.,, 1999; Lassalle et al., 2008). Some authors have suggested that
the decrease of PNN intensity observed in the dorsal CA1 of 12-
month-old wild-type mice may precede and participate to age-
dependent memory decline (Yamada and Jinno, 2013). Similarly,
alteration of PV/PNN function seems to occur before pronounced
cognitive impairments in Tg2576 mice, which is around 6 months of
age (Hsiao et al., 1996; Lesne et al., 2006; Westerman et al., 2002).
This suggests that once the decrease of PV/PNN neurons occurs, it
impacts cognitive function only after a certain amount of time both
in 13-15-month-old NTg mice and 3-month-old Tg2576 mice.

4.3. Dual effect of transient EE on NTg and Tg2576 mice

Unexpectedly, our findings show an opposite impact of a tran-
sient stay in an EE on PNN presence and PV cell numbers in NTg and
Tg2576 mice. However, a few weeks after EE, 6-month-old NTg and
Tg2576 mice display the same number of PV/PNN and PV cells in
their hippocampus (Fig. 5). Moreover, this EE protocol is able to
promote long-lasting enhancement of cognitive functions of both
NTg and Tg2576 mice (Verret et al., 2013). This suggests that,
despite driving opposite effects on numbers of PV and PV/PNN cells
depending on the genotype, EE favors the establishment of an
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Fig. 5. Summary of the dual effect of EE on parvalbumin-positive (PV+) cells and their perineuronal nets (PNNs) in 6-month-old NTg and Tg2576 mice. At 6 months of age, the
number of PNNs around PV+ cells, as well as the total number of PV+ cells, is globally decreased in the hippocampus of standard-housed Tg2576 mice compared with NTg ones. Six-
month-old NTg mice that spent 10 weeks in EE exhibit decreased PNN presence around PV+ cells associated with reduction of PV protein in these cells that will favor the
establishment of newly acquired hippocampal-dependent memories. In contrast, in the Tg2576 mouse model of AD, enriched housing is increasing the rather low number of
hippocampal PV+/PNN+ cells observed with standard housing. This change in PV cell network could result in the long-lasting beneficial impact of EE in AD mouse models
previously described (Verret et al., 2013). Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, perineuronal net; NTg, nontransgenic; EE, enriched environment.

“optimal” range for PV/PNN cell numbers in the hippocampus,
which allows memory enhancement (Fig. 5).

Indeed, the number of PNN around PV cells and total PV+ cells
declines in the hippocampus of nontransgenic animals after EE.
These results are in line with recent studies reporting that enriched
housing is able to remodel the PV interneuron network by
increasing the number of inhibitory synapses onto CA3 PV cells,
which results in a shift to low levels of PV protein in these basket
cells (Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017). Moreover, EE has
been shown to induce a decrease of brevican, 1 of the major com-
ponents of PNNs. Interestingly, reduced levels of Bcan mRNA can be
observed after 4 days of EE, hence, before changes in the number of
excitatory synapses or the levels of brevican and PV proteins were
seen (Favuzzi et al., 2017). These observations suggest that EE
gradually impacts PV cell functioning through regulation of PNN
components at least in wild-type animals. Indeed, in NTg mice,
decreased PNN presence associated with reduced excitatory drive
of PV interneurons after EE would provide disinhibition of hippo-
campal pyramidal cells and favor the establishment of newly ac-
quired hippocampal-dependent memories (Donato et al., 2013)
(Fig. 5). In contrast, in the Tg2576 mouse model of AD, enriched
housing while PV/PNN network is already affected by the disease
differs from that observed in NTg mice. In AD mice, EE promotes the
number of hippocampal PV+/PNN+ cells observed with standard
housing. Interestingly, PV cell network in the hippocampus of
standard-housed Tg2576 mice, that is, PV cells lacking PNN and
presumably with low PV content, remarkably resembles that of
juvenile brains (Donato et al., 2013; Horii-Hayashi et al., 2015;
Yamada and Jinno, 2013). In young individuals, this state of PV
network is accompanied by infantile amnesia and memory erasure
following extinction (Gogolla et al., 2009; Guskjolen et al., 2017).
This suggests that immature-like PV cell networks in AD mice may
impinge on memory retrieval and perhaps even formation of new
memories. However, in juvenile brains, experience-dependent
non—cell-autonomous maturation of PV cells relies on surround-
ing GABAergic activity (Hensch et al., 1998) and is often concomi-
tant with PNN formation (Takesian and Hensch, 2013). When
juvenile animals, but also other models with low PNNs such as

sensory deprived animals, are placed in EE, the maturation of PV
cells is accelerated (Bartoletti et al., 2004; Carstens et al., 2016).
Similarly, by inducing a sustained involvement of hippocampal
network, and in particular PV cells, EE could provoke “maturation”
of PV cells in AD mice, associated with higher PV contents and PNN
presence. According to our previous work, this change in PV cell
network could sustain to the long-lasting beneficial impact of EE in
AD mice (Verret et al., 2013) (Fig. 5).

5. Conclusion

Altogether, our work indicates that lack of PNN-enwrapped PV
cells could play a critical role in the establishment of dysfunctional
hippocampal network and memory deficits of AD mouse models.
This eventually supports the critical role of hippocampal PV cell
dysfunction in AD pathology (Verret et al., 2012) and underpins the
significance of PNNs in memory and cognition (Tsien, 2013).
Importantly, albeit the pathology, placing the animals in an EE re-
stores PV cell network by triggering experience-dependent PNN
formation around PV cells. This indicates that strategies aiming at
enhancing PV cell function through their PNNs may be alternative
therapeutic targets in AD.
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I1l.  Partie 3 - Caracteériser les oscillations gamma et le couplage théta-
gamma lors d’une expérience comportementale et du sommeil
paradoxal chez les souris Tg2576

Nous avons vu dans le chapitre précédent que les PNN normalement présents autour des
interneurones PV de I'hippocampe sont fortement altérés chez les souris Tg2576 dés I'age de
3 mois et que cette altération semble suivie assez rapidement par une baisse de I'expression
de PV. Etant donné que les interneurones PV sont impliqués a la fois dans le phénotype
épileptique des souris modeles de la MA (Sessolo et al., 2015; Verret et al., 2012), dans la
genése des oscillations gamma (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009), et dans le couplage
entre oscillation théta et gamma (Wulff et al., 2009), nous avons décidé, dans cette derniére
partie, d’étudier les activités épileptiformes et oscillatoires au cours de la progression de la
pathologie chez les souris Tg2576. Notre hypothése était que des déficits jouant un role direct
dans les troubles mnésiques devraient apparaitre progressivement au cours de la pathologie,

paralleélement a I'apparition des troubles mnésiques.

L’équipe a montré que le phénotype épileptique des souris Tg2576 s’installe dés I'age de 6
semaines (Bezzina et al., 2015b). Des données récoltées au laboratoire dans le cadre de la
thése de Charlotte Bezzina (Bezzina, 2015), et encore non publiées, montrent que l'activité
épileptique serait prédominante pendant le sommeil paradoxal. Une observation similaire a
été publiée en 2016 par une équipe concurrente et, d’aprés ces auteurs, la fréquence des
évenements épileptiformes augmenterait avec I'age (Kam et al., 2016), mais cette affirmation
n’'est que trés peu étayée par les résultats présentés dans l'article. Notre premier objectif a
donc été de mieux documenter la progression de I'activité épileptiforme pendant le sommeil

en fonction de I'dge des souris Tg2576.

Nous avons vu, dans la premiére partie des résultats de cette these, que les souris Tg2576
semblent présenter une puissance des oscillations gamma supérieure a celle de leurs
congénéres non transgéniques, aussi bien lors de I'exploration dans le test de HOO que sous
anesthésie (Cf Résultats p.97). Cependant, les résultats obtenus sont trés variables d’'une
souris a l'autre et les effectifs demeurent faibles. De plus, dans le test de HOO, cette
augmentation des oscillations gamma est plus modeste lorsque les animaux sont dans un
environnement familier. Il est difficile de déterminer si une altération des oscillations est une
cause ou une conséquence des altérations des capacités cognitives. Quoi qu’il en soit, ces
résultats soulignent I'importance de la maitrise de I'état cognitif de 'animal lors de I'analyse
des altérations des oscillations cérébrales. Or, I'hippocampe présente une activité oscillatoire

prononcée dans la bande gamma pendant toute la durée du sommeil paradoxal (SP). Nous
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disposons ainsi d’'une condition idéale, spontanée et stable, pendant laquelle nous pouvons
mesurer d’éventuelles perturbations des activités oscillatoires chez les souris Tg2576. De plus,
les conditions expérimentales étant assez simples, nous avons pu obtenir des données sur
des effectifs plus importants, permettant ainsi de circonvenir aux problémes posés par la forte

variabilité interindividuelle habituellement observée chez les souris Tg2576.

Les interneurones PV ne modulent pas uniqguement la puissance des oscillations gamma, ils
participent également & la modulation de la puissance du gamma en fonction de la phase du
cycle des oscillations théta (Cf introduction p.47). Ce couplage théta-gamma est associé a
I'apprentissage et au rappel mnésique (Bott et al., 2015; Tort et al., 2009). Or, il a été montré
gue le couplage théta-gamma est altéré chez certaines souris modéles de la MA (Goutagny
et al.,, 2013; Ittner et al., 2014). En plus de présenter une forte activitt gamma, le SP se
caractérise par un fort couplage théta-gamma, d’une intensité de couplage plus forte que celle
observée pendant une tache comportementale (Bandarabadi et al., 2017; Scheffzik et al.,
2011). Le SP fourni ainsi une opportunité pour I'observation d’éventuels défauts de couplage

théta-gamma chez les souris Tg2576.

Ainsi, dans cette derniere partie de ma thése, nous nous sommes intéressés a trois possibles
conséquences du dysfonctionnement des interneurones PV : I'activité épileptiforme au cours
de différents états de vigilance, les oscillations gamma en SP et le couplage théta-gamma au
cours du SP. Nous avons mesuré I'évolution de ces trois paramétres en fonction de I'age des
souris Tg2576 afin d’évaluer leur participation a la progression des déficits cognitifs dans le
cadre de la MA.

Nous avons donc enregistré 'EEG pariétal de souris Tg2576 pendant 24 a 72h a différents
ages représentant différents stades de la pathologie : 1.5 mois (NTg; n=14, Tg2576; n=15 a
17 en fonction des expériences), lorsque les souris n’ont aucun probléeme de mémoire mais
présentent déja de I'hypersynchronie et une hyperactivité locomotrice; a 6-7 mois (NTg; n=9,
Tg2576; n=11), quand on peut commencer a observer des déficits mnésiques avérés, une
augmentation du taux circulant d’AB et de son oligomérisation; a 9-10 mois (NTg; n=7 a 10,
Tg2576; n=13 a 17 en fonction des expériences), apres I'apparition des premiéres plaques
amyloides et une aggravation des déficits cognitifs; et & 11-15 mois (NTg; n=12, Tg2576;
n=13), lorsque les souris présentent un fort déficit cognitif, de nombreuses plaques et un trés
fort taux d’AB circulant et d’oligomérisation. Pour chaque souris, nous avons analysé la
premiere session de 24h présentant un signal EEG exploitable. Ces EEG proviennent en partie
d’enregistrements réalisés pendant la thése de Charlotte Bezzina et en partie
d’enregistrements réalisés dans le cadre de cette thése. Toutes les souris sont des males,

excepté dans le groupe 11-15 mois, qui est composé de 6 males et de 7 femelles (il est en
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effet difficile d’obtenir de forts effectifs de souris Tg2576 agées de plus d’'un an (King et
Arendash, 2002)).

a. Résultats

Il NTg
Bl 792576

@
=)
N
a
o
1
i
)

IS
o
1
®
1

N o
=) =)

N w

o =

1 1

N
o
L
-
o
1

Temps passé en Ev %
Temps passé en SL %
Temps passé en SP %

o
i

)
I

1.5m 6-7 m 9-10 m 11-15m 1.5m 6-7 m 9-10 m 11-15m 1.5m 6-7 m 9-10 m 11-15m

Figure 72 : Quantification du cycle veille-sommeil chez les souris NTg (bleu) et Tg2576
(rouge). Le pourcentage de temps passé, sur 24h, dans chaque état de vigilance montre que les
souris Tg2576 (en rouge) passent plus de temps en éveil (Ev, panneau A), mois en sommeil lent
(SL, panneau B) et autant de temps en sommeil paradoxal (SP, panneau C) que leurs congénéeres
NTg (en bleu) (ANOVAs a deux facteurs, facteur génotype : p<00001 en éveil et en SL; et p=0.14
en SP). L’age influence aussi le sommeil, indépendamment du génotype : il provoque une
diminution de I’éveil (facteur age : p=0.018; interaction, p=0.913, post-hoc : p<0,05 pour 1.5 mois
vs 9-10 mois) et du sommeil paradoxal (age, p<0.0001; interaction, p= 0.515; post hoc : p<0.05
pour 1.5 et 6-7 vs 9-10 et 11-15 mois) au profit du sommeil lent (age, p<0.0001; interaction, p=
0.980, post hoc : p<0.05 pour 1.5vs 6-7, 9-10 et 11-15 mois). Les batons représentent la moyenne
+/- SEM.

Nous avons commenceé par quantifier les proportions respectives d’éveil (Ev), de sommeil lent
(SL) et le sommeil paradoxal (SP) par nycthémére. Le pourcentage de temps passé en éveil
sur 24h est plus important pour les souris Tg2576 que pour les souris NTg du méme age
(Figure 72 ; A - Ev). LANOVA a 2 facteurs permet de mettre en évidence un effet du génotype
et de I'age (&ge, p=0.018; génotype, p<0.0001; interaction, p= 0.913). Cependant, les tests
post-hoc pour 'age ne montrent d’effet significatif que pour 1.5 mois vs. 9-10 mois. Cette
augmentation de I'éveil chez les souris Tg2576 se traduit par une diminution du temps passé
en SL par rapport au souris NTg (Figure 72 ; B - SL). LANOVA montre un effet de 'dge et du
génotype (age, p<0.0001; génotype, p=0.001; interaction, p= 0.980). Les tests post-hoc pour
'age indiquent des effets significatifs pour 1.5 mois vs tous les autres ages. Pour le SP, il n’y
pas de différence entre les deux génotypes. Cependant, il y a une forte diminution du temps
passé dans cet état a partir de 9-10 mois (Figure 72 ; C - SP). LANOVA montre uniquement
un effet de I'age (&ge, p<0.0001; génotype, p=0.137; interaction, p= 0.515). Les tests post-hoc
pour I'age indiquent des effets significatifs pour les souris de 1.5 mois et de 6-7 mois vs celles
de 9-10 mois et celles de 11-15 mois. Cette diminution semble exclusivement due au
vieillissement. L’ensemble de ces résultats sont en accord avec un précédent article évaluant

le sommeil des souris Tg2576 (Wisor et al., 2005).
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Aucune pointes (IIS), ni activité épileptique, n’a été observée chez les souris NTg, quel que
soit I'état de vigilance (Figure 73 ; A). Chez les souris Tg2576, la fréquence des IS en éveil
est extrémement basse, voire nulle; elle augmente en SL pour atteindre un maximum en SP
(Figure 73 ; A-B), quel que soit 'age (test de Kruskal-Wallis pour 'effet de I'état de vigilance;
p<0.0001, post-hoc avec Mann-Whitney avec la correction de Bonferroni : p<0.0001 dans tous
les cas). Il semble que la fréquence des IIS n’évolue pas du tout entre 1,5 mois et 9-10 mois,
pour les trois états de vigilance (Figure 73 ; B). A 11-15 mois, il semble cependant que la
fréquence des IIS en SP diminue de moitié, bien que ce résultat ne soit pas significatif (Kruskal-
Wallis pour I'effet de I'age sur le nombre de IIS en SP : p=0.11). La fréquence des IIS ne
progresse donc pas en fonction de I'dge chez les souris Tg2576; il se peut qu’elle diminue
entre 10 et 12 mois, mais les effectifs du groupe 11-15 mois ne semblent pas suffisants pour
mettre en évidence une différence significative. Des mesures complémentaires seront
nécessaires pour conclure. Ainsi, contrairement aux hypothéses actuelles (Kam et al., 2016),
on pourrait en conclure que si les IIS participent a une partie des déficits cognitifs (Sanchez et
al., 2012), elles ne participeraient pas directement a la dégradation des capacités cognitives
chez les souris Tg2576.
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Figure 73 : Chez les souris Tg2576, les pointes interictales (I11S) apparaissent principalement
pendant le SP et présentent une occurrence maximale dés 1.5 mois, sans aggravation au cours
du vieillissement. (A) Exemple de tracés EEG présentant des IIS (indiqué par les étoiles : *)
enregistrés au niveau de I’électrode pariétale d’une souris NTg et d’une souris Tg2576 de 9-10
mois lors d’un épisode de sommeil lent (SL) et de sommeil paradoxal (SP). Les souris NTg ne
présentent pas de IIS. (B) La fréquence des IIS (en IIS par minutes) est représentée pour chaque
état de vigilance et chaque tranche d’age (1.5, 6-7, 9-10 et 11-15 mois). Le test de Kruskal-Wallis
révele un effet de I’'état de I'état de vigilance (p<0.0001, post-hoc de Mann-Whitney avec la
correction de Bonferroni : p<0.0001 pour Ev vs SP, pour SL vs SP, et pour Ev vs SL). Ainsi, la
fréequence des IIS est particulierement élevée au cours du SP par rapport au SL et a I'’Ev, quel
que soit I'dge des individus. L’apparente diminution de la fréquence des IIS en SP n’est pas
significative (Kruskal-Wallis : p=0.11). Chaque cercle indique une donnée individuelle. Les batons
représentent la moyenne +/- SEM.
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Conformément aux données obtenues par Charlotte Bezzina pendant sa thése dans I'équipe,
les spectres de puissance des souris Tg2576 présentent un décalage vers le haut, révélant
une augmentation de la puissance absolue pour toutes les bandes de fréquences,
indépendamment de I'age et de I'état de vigilance. Les spectres de puissance relative ne
montrent quant a eux pas d'effet du génotype (Bezzina, 2015). Nous avons quantifié plus
particulierement la puissance absolue des oscillations théta (4-12 Hz) et gamma (30-80 Hz)
(Figure 74 ; A-B). LANOVA a 2 facteurs permet de mettre en évidence une augmentation de
puissance absolue de théta chez les souris Tg2576 quel que soit I'age des souris (age,
p=0.714; génotype, p=0.0017; interaction, p= 0.369) (Figure 74 ; A) et une augmentation de la
puissance absolue de gamma lent chez les souris Tg2576 a laquelle s'ajoute un effet de I'age
(Figure 74 ; B), la puissance de gamma diminuant significativement entre 6-7 mois et 9-10
mois (age, p=0.0081; génotype, p=0.0006; interaction, p= 0.495; test post-hoc de Tukey :
p<0.05 pour 6-7 mois vs 9-10 mois, p>0.05 pour les autres ages). Ces résultats confirment
nos observations précédentes indiquant que les souris Tg2576 présentent une augmentation
de la puissance des oscillations gamma. |l semble également que cet effet soit trés précoce,

puisqu’il apparait dés I'age de 6 semaines et est maintenu jusqu'a des ages avancés (11-15

mois).
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Figure 74 : Les souris Tg2576 présentent une augmentation des puissances absolues des
oscillations théta et gamma en SP quel que soit leur 4ge. L’ANOVA a 2 facteurs montre un effet
du génotype pour la puissance absolue de théta (4-12Hz; panneau A) (adge, p=0.714; génotype,
p=0.0017; interaction, p= 0.369) et un effet du génotype et de I’dge pour la puissance absolue de
gamma lent (40-80Hz; panneau B) (age, p=0.0081; génotype, p=0.0006; interaction, p= 0.495). Il
y a donc une augmentation de puissance absolue de théta et de gamma chez les souris Tg2576
et il semblerait que la puissance absolue de gamma lent diminue avec I’'age, a partir de 9-10 mois
(post hoc Holm-Sidak aux ages 6-7 mois vs 9-10 mois, p=0.0107), indépendamment du génotype.
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Figure 75 : Le couplage théta/gamma en sommeil paradoxal semble diminué chez les souris NTg
a partir de 11 mois, et étre bas dés 1.5 mois chez les souris Tg2576. Le panneau A représente
des exemples de co-modulogramme d’une souris NTg ayant un fort couplage théta-gamma (haut-
droite) et d’une souris Tg2576 ayant un faible couplage théta-gamma (haut-gauche) de 6-7 mois.
A 11-15 mois, une souris NTg (bas-droit) a un couplage théta-gamma qui semble équivalent a
une autre souris Tg2576 du méme age (bas-gauche). Le panneau B représente l'index de
modulation (MI) des souris NTg (en bleu) et Tg2576 (en rouge), représentant la puissance du
couplage de I'amplitude des ondes gamma (55-80Hz) par la phase de théta (4-12Hz), calculé a
partir de 10 min de SP et représenté en milli Ml (MIx103). Ces données non-paramétriques ne
permettent pas d’utiliser '’ANOVA a deux facteurs. Le test de Kruskal-Wallis pour le génotype
indépendamment de I’dge montre une diminution significative du MI| chez les souris Tg2576
(p=0.026). Le test de Kruskal-Wallis pour I’age indépendamment du génotype ne montre pas
d’effet significatif (p=0.62), alors que l’interaction entre I’age et le génotype I'est (p=0.039; test
post-hoc de Mann Whitney avec correction de Bonferroni : NTg 1.5 mois vs NTg 11-15 mois,
p=0.048 et NTg 9-10 mois vs NTg 11-15 mois, p=0.016; NTg vs Tg2576 a 1.5 mois, p=0.05 et a
9-10 mois, p=0.022). Chaque cercle indique une donnée individuelle. Les batons représentent la
moyenne +/- SEM.
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Pour chaque souris, 10 minutes d'enregistrement EEG en SP ont été analysées afin d'évaluer
le couplage entre la phase du théta et la puissance du gamma. Les co-modulogrammes
montrent clairement que, contrairement aux souris NTg, une partie des souris Tg2576
montrent une absence de couplage théta-gamma en SP (Figure 75 ; A). L'index de modulation
(MI; Cf méthodes p.92) quantifiant le couplage semble diminué a 11-15 mois chez les souris
NTg. Chez les souris Tg2576, il semble que le Ml soit, dés 1.5 mois, aussi bas que celui des
souris NTg de 11-15 mois. Quelques souris Tg2576 semblent épargnées par ce déficit,
certaines semblant méme montrer une exacerbation de ce couplage (Figure 75; B). Ce
décours temporel n'est pas sans rappeler celui qui a été observé pour la diminution des PNN
dans la seconde partie de ces résultats (Cf résultats p.118). La différence entre génotypes,
indépendamment de I'age, est significative (test de Kruskal-Wallis; p=0.002). Il en est de méme
pour la différence entre les Ml des souris NTg de 11-15 mois et celui des souris de 1.5 mois
ou de 9-10 mois (test de Mann-Whitney; p=0.048 et p=0.016). Enfin, le MI des souris NTg
agées de 1.5 ou de 9-10 mois est significativement plus important que celui des souris Tg2576
du méme age (test de Mann-Whitney; p=0.05 et p=0.02). Etant donné la grande variabilité et
la distribution bimodale des MI des souris Tg2576, il sera nécessaire d'ajouter des souris aux

groupes Tg2576 et NTg agés de 6-7 mois et de 11-15 mois pour pouvoir conclure cette étude.

Ainsi, au cours de cette étude, nous avons mis en évidence une activité épileptiforme pendant
le sommeil, et particulierement pendant le SP, une augmentation de la puissance des
oscillations théta et gamma, ainsi qu'une altération du couplage de théta-gamma pendant le
SP chez les souris Tg2576 dés l'age de 1.5 mois. Ces altérations de la synchronisation
neuronale perdurent dans le temps, sans progresser en intensité. Les souris Tg2576 ne
présentant pas de troubles cognitifs avérés a I'age de 1.5 mois, il semble peu probable que
ces dysfonctionnements oscillatoires contribuent & eux seuls de fagon notable a la dégradation

des capacités cognitives observées chez les souris Tg2576.
b. Discussion

Les résultats de la premiére partie de cette thése (Cf résultats p.97) indiquent que la puissance
des oscillations gamma est augmentée lors d’'une tdche comportementale chez les souris
Tg2576, et qu'elle est exacerbée dans un environnement nouveau par rapport a un
environnement familier. Dans cette partie, nous avons retrouvé cette augmentation de la
puissance de gamma, mais au cours du SP. Il y a donc une augmentation générale de la
puissance des oscillations gamma qui se retrouve dans tous les états de vigilance (Bezzina,
2015), mais aussi sous anesthésie ou pendant une tache cognitive (Cf Figure 65 et Figure 68).
On aurait pu penser que I'augmentation de gamma chez les souris Tg2576, par rapport aux

autres souris modeéle montrant une diminution, était liée a la progression différente de la
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pathologie dans ces modéles. Par exemple, les troubles mnésiques sont présents dés 3 mois
chez les souris hAPPJ20 (Harris et al., 2010), et leurs premiéres plaques séniles des 5 mois
(Mucke et al., 2000), contre 6 (Westerman et al., 2002) et 9 mois (Kawarabayashi et al., 2001)
respectivement chez les souris Tg2576. Cependant, méme a des ages plus avancés, les
souris Tg2576 ne présentent pas de diminution de gamma par rapport aux souris NTg, nous

permettant d’exclure cette hypothése.

On peut alors se poser la question de comment sont traités les stimuli externes chez les souris
Tg2576. En effet, l'augmentation de la puissance des oscillations gamma permet normalement
de contrbler les réponses sensoarielles, de diminuer la variabilité de la réponse et I'entropie du
bruit (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). L’augmentation ponctuelle de puissance de
gamma lors d’'une tdche comportementale est aussi importante pour la réalisation d’une tache
cognitive (Sederberg et al., 2007; Yamamoto et al., 2014). Ainsi, une diminution de gamma en
basale pourrait traduire une difficulté a induire une augmentation du gamma pendant une
tache comportementale et donc ajouter du bruit autour du signal et altérer son traitement.
Ainsi, 'absence d’augmentation de la puissance lors d’une tdche comportementale pourrait
participer aux déficits cognitifs observés. Restaurer la puissance de ces oscillations permettrait
alors un traitement correct du signal et d’améliorer les performances cognitives. Chez les
souris Tg2576, la puissance de gamma étant déja haute dés 1.5 mois, cela pourrait suggérer
que les souris présentent un probléeme d’encodage des informations ou de contrdle des
réponses sensorielles (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). Cependant les souris de cet
age ne présentent aucun déficit mnésique. Il serait alors intéressant de mieux caractériser les
oscillations dés 1.5 mois afin d’observer la dynamique des oscillations lors d’une tache
impliguant une augmentation de la puissance de gamma comme le test DNMP (delayed non-
matching-to-place) dans un labyrinthe en T (Yamamoto, J. et al., 2014). |l a été démontré dans
ce test qu'il y avait une augmentation de puissance de gamma juste avant un essai réussi de
la part de la souris, et aucune variation de gamma lors de I'échec. Ce test apparait donc adapté
pour mettre en évidence une altération des oscillation gamma pendant une tache sollicitant un
engagement a la fois comportemental et cognitif (Yamamoto et al., 2014). On pourrait alors se
demander si 'augmentation de gamma de base pourrait exacerber I'activitt gamma pendant
une tache réussie, si la modulation de I'activité gamma pendant I'expérience est dépendante
de I'dge et enfin analyser leurs performances cognitives en fonction de la modulation du

gamma.

L’altération des oscillations gamma pourrait aussi avoir un impact sur le couplage théta-
gamma. Cependant, malgré une augmentation de la puissance de gamma, nous trouvons une
diminution du couplage entre le théta et le gamma lent chez les souris Tg2576, qu’on retrouve

chez les souris APP23 de 4 mois, qui présentent elles aussi une augmentation de la puissance
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des oscillations gamma (Ittner et al., 2014). Cependant, chez les souris présentant une
diminution de la puissance des oscillations gamma, on trouve plutét une augmentation du
couplage entre le théta et le gamma lent, et une diminution du couplage entre le théta et le
gamma trés rapide (>100Hz) (Goutagny et al., 2013). Notre fréquence d’échantillonnage ne
nous permettant pas d’examiner les oscillations au-dessus de 100 Hz pour une partie des
souris étudiées ici, nous ne pouvons malheureusement pas étudier le gamma trés rapide. ||
serait cependant intéressant de savoir dans quelle mesure le couplage théta-gamma rapide
est affecté chez nos souris sachant que les gamma lent et trés rapide sont impliqués dans des
processus cognitifs différents (Cardin, 2018; Zheng et al., 2016 ).

Dans nos résultats, en plus de montrer que le couplage théta-gamma est diminué dés 1.5
mois, on peut observer qu’il ne varie pas ni en fonction de la fréquence des IS, ni au cours du
vieillissement, ni au cours de I'avancée de I'amyloidopathie. Ainsi, I'altération du couplage
théta-gamma semble atteindre un palier dés un age précoce. Cependant, les souris NTg
atteignent, elles aussi, ce palier au cours du vieillissement normal, a partir de 11-15 mois. La
dynamique de ces données nous rappelle fortement celles obtenues dans la partie 2 des
résultats (Cf résultats p.118), concernant le nombre de cellules PV et de leur PNN dans
I'hippocampe des souris Tg2576. De plus, dans des données préliminaires, nous avons pu
observer que le couplage théta-gamma en SP semble corrélé a celui d’exploration en éveil
gue ce soit chez les souris NTg ou Tg2576. On pourrait supposer que ce couplage serait
globalement inchangé méme lors de I'exploration d’'un nouvel environnement. Si cela se
vérifie, cela indiquerait qu’'une altération du couplage théta-gamma lors du SP pourrait étre

extrapolée a d’autres états comportementaux de I'animal.
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DISCUSSION



Le travail de cette thése s’est orienté autour de trois objectifs auxquels nous avons apporté

les réponses suivantes :

1) Améliorer les capacités mnésiques des souris Tg2576 en restaurant les

oscillations gamma par I’activation spécifique des interneurones PV

Nos résultats indiquent que les souris Tg2576, modéles de la MA, présentent effectivement
des déficits de mémoire contextuelle a long-terme, associés a des perturbations des
oscillations gamma, observables sur 'EEG. D’autre part, nous avons montré qu'il est possible
de moduler I'activité gamma par I'activation spécifique des interneurones PV in vivo, chez la
souris Tg2576/PV::Cre anesthésiée. Cependant, les croisements génétiques nécessaires a
I'obtention d’une lignée de souris permettant cette manipulation se sont avérés délétéres pour
la mise en évidence des troubles cognitifs des souris modéles de la MA. Nous n’avons donc
pas été en mesure de démontrer notre hypothése de départ dans le cadre de ce travail de

these.

2) Caractériser les altérations des interneurones a parvalbumine et des
perineuronal nets au cours de la pathologie chez les souris Tg2576 : impact

de I’environnement enrichi

Nos travaux ont permis de montrer que les souris Tg2576 présentent une altération précoce
des interneurones PV hippocampiques et de leur PNN. De plus, nous avons montré qu’un
séjour transitoire dans un environnement enrichi est en mesure de réduire fortement ces
différences entre les souris Tg2576 et NTg. Ces résultats suggeérent que les améliorations
comportementales des souris Tg2576 observées suite au séjour dans un environnement riche
en stimulations sensorielles et sociales pourraient étre sous-tendues par une modification des

neurones PV et/ou de leur PNN.

3) Caractériser les oscillations gamma et le couplage théta-gamma lors du

sommeil paradoxal chez les souris Tg2576

Les résultats de cette partie de ma thése confirment 'augmentation de la puissance des
oscillations gamma chez les souris Tg2576, qui se retrouve quel que soit I'état de vigilance
des individus. Nous avons également mis en évidence la présence d’activités épileptiformes
pendant le sommeil, et particulierement pendant le SP, ainsi qu'une altération du couplage de
théta-gamma pendant le SP. Ces altérations apparaissent dées I'age de 1.5 mois, suggérant
gue ces altérations de la synchronisation neuronale ne contribuent pas a elles seules de fagon
notable a la dégradation des capacités cognitives observées chez les souris Tg2576. De plus,

nous avons pu observer que le couplage théta-gamma en SP semble corrélé a celui
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d’exploration en éveil, suggérant que I'étude de ces phénomeénes oscillatoires lors du SP peut

étre extrapolé a d’autres états comportementaux de I'animal.

Evolution du phénotype des souris Tg2576 en fonction du décours de la pathologie et

de leur vieillissement

Au cours de cette thése j'ai pu étudier les souris Tg2576 a différents ages représentant
différents stades de la maladie d’Alzheimer. Au-dela de la dynamique de la pathologie
amyloide, on peut proposer de différencier dans ce modéle 3 stades a partir des résultats de

cette thése (Figure 76).
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Figure 76 : Schéma récapitulatif du décours de la pathologie amyloide (bas), des altérations
pertinentes déja connues chez les souris Tg2576 (noir), et des nouveaux parameétres issus de
cette these (fuchsia).

Les souris Tg2576 font partie des modéles les plus progressifs de la MA comparées a d’autres
lignées couramment étudiées. Ces souris montrent leurs premiers déficits mnésiques a I'age
de 3 mois (Holcomb et al., 1998; King et al., 1999), et les premiéres plaques séniles sont
visibles a 9 mois (Kawarabayashi et al., 2001). A titre de comparaison, les souris APP23
montrent des déficits cognitifs dés 3 mois (Harris et al., 2010) et des plaques a 6 mois (Mucke
et al., 2000); et ces mémes perturbations apparaissent respectivement a 3 mois (Harris et al.,
2010) et 5-7 mois (Mucke et al., 2000) pour les souris hAPPJ20; a 2 mois (Francis et al., 2012)
et 3 mois (Chishti et al., 2001) pour les souris TJCRNDS; et a 3 mois (Vegh et al., 2014) et 4
mois (Garcia-Alloza et al., 2006) pour les APP/PS1dE9.

Ainsi, avant I’dge de 3 mois, les souris Tg2576 ne présentent que rarement des déficits
mnésiques mais présentent déja de I'hyperexcitabilité neuronale et une hyperactivité

locomotrice. Nous avons ici montré qu’a cet age, les souris modéles de la MA présentent une
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diminution du temps passé en SL et SP, ainsi que d’'une augmentation de la puissance des
oscillations théta et gamma. De plus, elles ont déja atteint un palier de faible couplage théta-
gamma au cours du SP, qui n’évoluera pas avec leur vieillissement. On peut donc penser que,
malgré l'absence de modifications comportementales évidentes, la mise en place de la
pathologie se situe avant 'dge de 3 mois. Cela suggére que cette période trés précoce de la
pathologie est une fenétre de temps idéale pour tester des stratégies préventives dans le but

de réprimer l'instauration de la pathologie.

Le deuxiéme stade se situe entre 3 et 10 mois. Des 3 mois, on peut alors détecter chez les
souris Tg2576 les premiers déficits cognitifs, mais aussi les premiéres altérations cellulaires
visible via la diminution progressive des interneurones PV détectables dans I'hippocampe,
mais surtout la disparition des PNN autour de ces neurones. Ainsi, le niveau le plus bas en
nombre de PV et de PNN est atteint a partir de I'age de 6 mois, et n’évolue plus par la suite
malgré I'avancement de la pathologie. De fagon intéressante, cet ge est également celui des
premiers déficits cognitifs avérés, qui deviennent de plus en plus prononcés et robustes avec
le vieilissement et 'avancée de la pathologie, comme en témoigne la diminution de la
variabilité interindividuelle des performances des animaux au fur et a mesure de leur
vieillissement. En effet, (Cf résultats index mnésique p.97, IIS et Ml p.131), on peut observer
gue sur un groupe de souris Tg2576 entre 6-9 mois, certains individus présentent déja des
déficits mnésiques alors que la majorité n’en présente aucun. L’age avangant, la part de souris
qui présente des déficits mnésiques augmente, réduisant la variabilité qui était observable a
un plus jeune age, jusqu’a obtenir un groupe de souris Tg2576 aprés 10 mois présentant peu
de variabilité interindividuelle (Cf résultats IIS et Ml p.131). Ainsi, la période 3-10 mois, et plus
particulierement 6-10 mois, constitue chez les souris Tg2576 une fenétre temporelle

intéressante pour tester des stratégies visant a retarder la progression des troubles cognitifs.

Enfin, la période 11-15 mois semble étre un autre age critique. En effet, a cet age, les déficits
cognitifs sont robustes chez toutes les souris Tg2576. Cependant, on observe alors également
des symptbmes déficitaires chez les souris NTg, probablement liés au vieilissement
physiologique. En effet, pendant cette période, les souris NTg présentent le méme nombre de
neurones PV et PV/PNN que les souris Tg2576, ainsi qu’une diminution du couplage théta-
gamma. Les deux génotypes vont alors présenter des caractéristiques similaires, telles que
'augmentation du temps passé en SL et la diminution du temps passé en SP, ainsi qu'une
diminution de la puissance du gamma lent. Cela suggére que les souris Tg2576 présentent a
cet age des modifications liées au vieillissement normal en plus de celles dues a la pathologie.
Cette période marque aussi une nouvelle étape dans la pathologie avec l'expression de
facteurs inflammatoires, la mise en place de la dérégulation de 'oxydation, de la mort cellulaire

et ce jusqu’a la mort de I'animal (Cf méthodes p.74). Cependant, il est important de noter que
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si les souris NTg agées de 11 a 15 mois présentent certaines caracteéristiques cellulaires et
comportementales similaires a celles des souris Tg2576, leurs performances cognitives ne
sont que peu impactées (Verret et al., 2013). En effet, la dégradation de leurs performances
comportementales apparait progressivement entre 12 et 25 mois. Ainsi, les souris NTg agées
de 20 a 25 mois ont de mauvaises performances de mémoire spatiale par rapport aux individus
plus jeunes, mais ces performances sont alors comparables a celles des souris Tg2576 agées
de 6 & 11 mois seulement (Westerman et al., 2002). On peut donc poser I'hypothése que la
diminution du nombre de cellules PV et de leur PNN et la dégradation du couplage théta-
gamma impacteraient les déficits cognitifs de fagon indirecte, c'est-a-dire que ces
perturbations induiraient la mise en place d’'un systéme compensatoire qui, 'dge avancant, ne
réussirait plus a contrebalancer les effets négatifs de ces altérations, provoquant I'altération
progressive des performances mnésiques. Les souris Tg2576 pourraient alors présenter un
vieillissement accéléré de par l'action directe de 'amyloidopathie sur les cellules PV et les
activités oscillatoires qui en découlent, mais aussi de par les phénomeénes compensatoires
mis en place pour contrecarrer ces effets directs de I'amyloidopathie. Nos connaissances
actuelles ne nous permettent pas d’étayer cette hypothése. Cependant la compréhension des
meécanismes de |'altération des interneurones PV et des activités cérébrales qui en découlent
au cours de la MA est en constante progression, nous permettant de réfléchir sur I'origine de

ces altérations.

Excitabilité des interneurones PV et activités cérébrales aberrantes dans la MA

Un des objectifs principaux de ce travail a été de contribuer a la compréhension du lien entre
les neurones PV, leurs propriétés en fonction de I'expérience vécue par les individus, les
activités cérébrales aberrantes, et les déficits mnésiques de souris modéles de la MA, et ce a

différents stades de la pathologie.

Nos résultats indiquent que les souris Tg2576 présentent tres tot une altération de leur activité
oscillatoire, avec notamment une perturbation de la coordination entre les activités gamma et
théta. Une réduction précoce du couplage théta-gamma a également été mis en évidence in
vivo chez les souris APP23 (lttner et al., 2014), et sur des préparation septo-hippocampiques
de souris TQCRND8 (Goutagny et al., 2013). De plus, nous avons montré que les souris
Tg2576 présentent une augmentation de puissance dans toutes les fréquences du spectre
EEG (Bezzina, 2015), parmi lesquelles les oscillations théta et gamma, suggérant que le
fonctionnement des interneurones PV est altéré dans notre modéle. En effet, I'étude des
propriétés intrinséques des neurones PV dans des modéles de la MA conclue a une
hyperpolarisation de leur potentiel de membrane au repos et a une diminution de I'amplitude
de leurs potentiels d’action, que ce soit chez les souris APP/PS1dE9 (Perez et al., 2016) ou

hAPPJ20 (Verret et al.,, 2012). Dans cette derniére étude, la perturbation des propriétés
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d’excitabilité des neurones PV a été attribuée a une diminution de la présence de la sous-unité
Navl.1 des canaux sodiques (Verret et al., 2012). Cette diminution de Navl.1 a depuis été
décrite dans les modéles TJCRND8 (Hamm et al., 2017) et Tg2576 (Corbett et al., 2013), et
également sur des échantillons provenant de patients MA (Verret et al., 2012). En plus de
limiter leur capacité a étre « fast-spiking » (Hu et Jonas, 2014), cette diminution de Nav1.1 sur
les neurones PV peut également largement contribuer a I'occurrence d’activités épileptiques.
En effet, la perte de fonction de Nav1.1 est a l'origine de plusieurs syndromes épileptiques
chez 'humain (Catterall et al., 2010).

A ce jour, les mécanismes a l'origine de la diminution de la présence de Nav1.1 sur les
neurones PV dans le cadre de la MA demeurent largement incompris. L’expression des sous-
unités des VGSC dépendant largement de l'activité neuronale (Freeman et al., 2016), il est
possible que cette diminution soit le reflet d’'une hypoactivité des neurones PV dans ce
contexte pathologigue. Une autre explication non-exclusive est que la réduction de PNN autour
des neurones PV entraine la diminution de Navl.l. En effet, la perturbation des PNN peut
induire une diminution de la densité de Nav sur le céne initiateur de 'axone des neurones PV
(Brickner et al., 2006), ayant pour conséquence la réduction de leur capacité maximale
d’émission de potentiels d’action (Freeman et al., 2016). En accord avec cette idée, la
dégradation de PNN par 'enzyme ChABC dans le cortex de souris sauvages entraine une
hyperpolarisation des neurones PV corticaux, et une diminution de l'amplitude de leurs
potentiels d’action (Chu et al., 2018), comme ce qui est observé dans les souris modéles de
la MA.

Nos travaux ont mis en évidence une diminution de la présence de PNN autour des neurones
PV hippocampiques des souris Tg2576 a I'age de 3 mois, et une diminution des neurones PV
détectables a partir de 'dge de 6 mois, indiquant que la perturbation des PNN précéde celle
des neurones PV dans notre modéle (Cf résultats p.118). Si, comme évoqué précédemment,
la présence de PNN est nécessaire au maintien des canaux sodiques a la membrane des
neurones PV - et donc a leur capacité a étre « fast-spiking » - il est possible que I'absence de
PNN dés les stades précoces de la pathologie soit a I'origine de la diminution de Navl.1 chez
les souris Tg2576. Cette diminution de Nav1.1 contribuerait ainsi a I’hypoactivité des neurones
PV, et donc a une diminution du niveau d’expression de la protéine parvalbumine dans ces
neurones (Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017), les rendant indétectables par les
techniques d’'immunohistochimie utilisées dans notre étude (Cf Discussion p.118, Cattaud et
al.,, 2018). Cette hypothése est en accord avec les données obtenues a partir de souris
invalidées pour le géne codant pour revican (souris Bcan), un des composants fondamentaux
des PNN. En effet, la diminution de la présence de PNN autour des neurones PV de ces souris

est [a encore associée a une diminution de l'intensité PV (Favuzzi et al., 2017). L'analyse en
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microscopie haute-résolution a permis de réveéler par ailleurs que les neurones PV des souris
Bcan” sont moins pourvus de contacts synaptiques Vglut1+/PSD95+, suggérant qu’en
absence de PNN, les neurones PV recoivent moins d’afférences excitatrices. Cette étude
révele ainsi que les neurones PV des souris Bcan™ sont hypoactifs, comme en témoignent
'augmentation de la durée des potentiels d’action et la diminution de leur fréquence maximale
de décharge. Cette hypoactivité des neurones PV s’accompagne pourtant d’une
hyperexcitabilité, révélée par une diminution du seuil et de la latence a générer des potentiels

d’action (Favuzzi et al., 2017).

On peut donc penser que, dans notre étude, la présence de I'amyloidopathie chez les souris
Tg2576 entraine une diminution des PNN autour des neurones PV par un mécanisme qu'’il
reste a déterminer mais qui survient précocement dans le décours de la pathologie. D’aprés
les travaux cités précédemment, cette absence de PNN peut suffire a provoquer une
diminution de la présence des canaux sodigues, entrainant une hypoactivité des neurones PV,
et une diminution de leur contenu en PV. Les cellules PV des souris Tg2576 seraient en outre
hyperexcitables, comme le suggere le fait que la stimulation optogénétique de ces neurones
entraine I'apparition d’oscillations gamma 2 fois plus puissantes que ce qui est obtenu chez
les souris NTg dans les mémes conditions (Cf résultats p.104). Malgré cette hyperexcitabilité,
les neurones PV des souris modeles de la MA ne pourraient maintenir une fréquence de
décharge rapide, de par la diminution de Nav1.1. Toutefois, la formation des PNN étant induite
par I'activité soutenue des neurones PV qu’ils entourent (Dityatev et al., 2007), nous pouvons
émettre I'hypothése qu’une activation accrue et/ou prolongée des neurones PV des souris
Tg2576 pourrait provoquer la formation de PNN. Cela pourrait permettre de maintenir la
présence de Navl.l et de synapses excitatrices a la surface des neurones PV malgré le

contexte pathologique, réduisant leur hypoactivité et leur hyperexcitabilité de facon durable.

Une fagon d’induire une activation soutenue des neurones PV des souris Tg2576 est d’utiliser
des stimulations optogénétiques de ces neurones spécifiquement, et de déterminer si celles-
ci sont en mesure de restaurer le bon fonctionnement des neurones PV de fagon durable, via
une restauration des PNN. Une étude a récemment montré qu’un train de stimulations
optogénétiques a 40 Hz des neurones PV du cortex frontal de souris modeles de la
schizophrénie (souris DIx5/6"") était en mesure de restaurer leur performance dans une tache
de flexibilité comportementale, jusqu’a 10 jours apres cet unique protocole de stimulation (Cho
et al., 2015). Les mécanismes sous-tendant cette amélioration a long-terme des fonctions
cognitives des souris DIx5/6*" ne sont cependant pas explorés dans ce travail, mais il aurait
été intéressant de déterminer si cela est lié & une augmentation de la présence des PNN dans
ce modele de schizophrénie (Berretta et al., 2015). Au cours de ma thése, j’ai réalisé une étude

préliminaire afin de déterminer si les stimulations optogénétiques des neurones PV des souris
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Tg2576 permettent la formation de PNN (données non montrées). Ainsi, hous avons fait une
stimulation optogénétique a 40 Hz dans le cortex pariétal de souris Tg2576/PV::Cre (n=5) et
NTg/PV::Cre (n=5) préalablement injecté avec TAAV-ChETA-eYFP, et sacrifié les animaux 7
jours plus tard. En désaccord avec notre idée initiale, nous avons observé une diminution du
marquage PV et PNN dans la zone de stimulation. Cependant, nous n’avons pas réalisé la
méme expérience avec des souris injectées avec le virus contréle (AAV-mCherry) afin de nous
assurer que cette disparition du marquage PV et PNN n’est pas simplement liée a la présence

de la fibre optique.

Une autre fagon de provoquer I'activation soutenue des neurones PV des souris Tg2576 est
de les placer dans un environnement socialement et sensoriellement stimulant, renouvelé
régulierement. Nos résultats indiquent en effet que le séjour transitoire dans I'EE rétablit la
présence de PNN autour des neurones PV hippocampiques des souris Tg2576 agées de 6
mois (Cattaud et al., 2018). Afin de déterminer si cette restauration des fonctions cognitives
est également associée a une normalisation de [l'activité cérébrale des animaux, et
particulierement du couplage théta-gamma, il serait intéressant d’analyser les enregistrements
EEG de souris Tg2576 a la sortie de 'EE. De plus, ces modifications structurelles de la matrice
extracellulaire des interneurones PV pourraient étre le support cellulaire de la persistance de
I'amélioration des performances cognitives pendant 6 a 7 mois aprés la fin du séjour dans 'EE
(Verret et al., 2013). Il serait ainsi intéressant d'évaluer le nombre de neurones PV et de PNN
et le niveau de couplage théta-gamma 6 a 7 mois apres la fin du séjour en EE pour vérifier la
durabilité de Il'amélioration des PV et des PNN chez les souris Tg2576 et de leurs
conséquences sur l'activité oscillatoire du réseau. Ceci conforterait I'hypothése selon laquelle
I'effet bénéfique de 'EE est sous-tendu par une normalisation des activités oscillatoires

résultant de la modulation du réseau des cellules PV et de leur PNN.

D’autres expériences sont nécessaires pour pouvoir conforter I'hnypothése selon laquelle
I'activité soutenue des neurones PV permet, via formation de PNN, de maintenir la présence
de Navl.l et de synapses excitatrices a la surface des neurones PV, réduisant leur
hypoactivité et leur hyperexcitabilité. Il serait ainsi important dans un premier temps d’identifier
a partir de quel age la diminution de PNN est détectable chez les souris Tg2576, et si cela
s’accompagne d’une diminution de Nav1.1. Une analyse par microscopie haute-résolution
peut également étre utilisée pour déterminer si les neurones PV des souris Tg2576 présentent
une diminution de synapses excitatrices a leur surface. Enfin, I'étude par patch-clamp de
I'évolution des propriétés intrinséques des neurones PV au cours de la pathologie permettrait
de mettre en relation les marqueurs fonctionnels de I'activité de ces neurones avec leur degré

d’activité et d’excitabilité.
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PNN et hypersynchronie/épilepsie

Un des phénoménes le plus précoce chez les souris Tg2576 est 'hypersynchronie, comme
lindique la présence de phénomeénes épileptiques visibles dés 5 semaines sur 'EEG (Kam et
al.,, 2016). Il a été montré que le dysfonctionnement des interneurones PV contribue a la
présence de ces activités épileptiques chez les souris modeles de la MA (Verret et al., 2012),
comme chez les modéles rongeurs d’épilepsie (Jiang et al., 2016; Ogiwara et al., 2007b). De
plus, il a été montré par une approche in vitro, que la propagation des décharges épileptiques
peut étre contrecarrée par I'activation directe des interneurones PV (Cammarota et al., 2013).
Selon les auteurs, ce serait I'échec de I'activation des cellules PV, d( a une dépolarisation
drastique précédant la crise, qui permettrait alors la propagation de la crise aux régions
voisines (Cammarota et al., 2013). Par ailleurs, I'activation optogénétique des interneurones
PV, in vivo, lors des premiers stades d'une crise d’épilepsie, permet de générer une inhibition
directe empéchant la propagation de la crise chez des souris modéles de I'épilepsie du lobe
temporal (Krook-Magnuson et al., 2013). Nous avons vu précédemment que la présence de
PNN module I'excitabilité des interneurones PV. L’absence de PNN pourrait ainsi participer a
la mise en place de I'activité épileptique chez les souris Tg2576, ou inversement, I'activité
épileptique pourrait étre la cause de la diminution des PNN autour des cellules PV (McRae et
al., 2012; McRae et al., 2010).

Nous avons préalablement émis I'hypothése de I'existence d’'un lien entre épilepsie et
diminution des PNN (partie Il des résultats). Pour rappel, il est connu que la présence
d’épilepsie pendant I'enfance conduit a une hyperexcitabilité hippocampique persistant tout au
long de la vie adulte, augmentant le risque de crises épileptiques (Dube et al., 2000; Holmes
et al., 1998; Holmes et al.,, 1988). Or, aprés une crise épileptique chez I'adulte, on peut
observer une augmentation de la protéolyse des PNN par le biais des métalloprotéinases
matricielles (MMP) (Rankin-Gee et al., 2015). Parmi les MMP, la MMP-9 semble étre un
régulateur crucial des PNN. En effet, son expression est fortement augmentée dans plusieurs
pathologies associées a une altération des PNN, telle que la schizophrénie, I'épilepsie ou
lautisme (Abdallah et al., 2012; Kim et al., 2009; Rybakowski et al., 2009). Cette augmentation
de la MMP-9 est également présente dans le cadre de la MA, que ce soit chez les patients
(Lorenzl et al., 2003) ou chez les souris modéles de la pathologie (Yin et al., 2006). Nous
pouvons donc penser que la présence de phénomeénes épileptiques chez les souris Tg2576
induirait 'augmentation de I'expression et de I'activité de la MMP-9, ayant pour conséquence
de favoriser un état « faible-PV » et « faible-PNN », et une perturbation des oscillations

gamma générées par les interneurones PV (Figure 77).
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Figure 77 : Schéma hypothétique du réle critique de la MMP-9 dans le fonctionnement des cellules
PV (haut) et ses conséquences sur l'excitabilité des neurones et l'activité cérébrale (bas).
Cellules PV/PNN et clivage des PNN par MMP-9 en condition physiologique (gauche, haut);
réponses unitaires a un stimulus (barre rose) d’une cellule PV (chaque ligne verticale représente
un potentiel d'action dans I'histogramme de temps post-stimulation) et puissance des fréquences
observés sur I’EEG post stimulation (gauche, bas). Cellules PV/PNN et clivage des PNN par MMP -
9 en condition pathologique (droit, haut). L'augmentation de la MMP-9 dans la MA provoque une
altération de la formation des PNN autour des cellules PV (droit, haut). Cela peut contribuer a
une réponse accrue aux stimuli sensoriels et a une augmentation de la puissance de gamma
(droit, bas). PV, parvalbumine; PNN, perineuronal net; MMP-9, métalloprotéinase matricielle-9.
Adapté de (Wen et al., 2018).

De facon intéressante, il a été montré que des MMPs, dont MMP-9, pouvaient également cliver
I'AB, et participer au catabolisme de 'amyloide (Backstrom et al., 1996; Hernandez-Guillamon
et al., 2015; Liao et Van Nostrand, 2010; Yan et al., 2006). D’autre part, l'injection d’AB dans
les ventricules cérébraux de souris provoque 'augmentation de I'expression et de 'activité de
la MMP-9, spécifiguement (Mizoguchi et al., 2009). Ces souris développent alors des déficits
mnésiques dans le test de reconnaissance d’'objet, qui peuvent étre empéchés par
l'inactivation de MMP-9 via une invalidation génétique (souris MMP-9 KO) ou un traitement
inhibant l'activité des MMP (Mizoguchi et al., 2009). Ainsi, il est également possible que la
surexpression du peptide AB chez les souris Tg2576 induit une augmentation de MMP-9 pour
empécher agrégation d’AB, qui aurait comme effet secondaire de dégrader les PNN
environnant. La dégradation des PNN serait au final plus délétére pour les processus cognitifs
que I'accumulation du peptide AB. Il serait ainsi intéressant de se pencher sur la dynamique
d’activation de la MMP-9 dans notre modéle, et particulierement aprés le séjour dans un
environnement enrichi ou I'on pourrait s’attendre a une augmentation de I'activité de la MMP-

9 chez les souris NTg et une diminution chez les souris Tg2576.
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Manipulations expérimentales des PNN et conséquences sur I’activité cérébrale

Ainsi, I'épilepsie entraine une hyperexcitabilité du réseau, promouvant un état « faible-PNN »
du réseau de cellules PV (Jiang et al., 2016; McRae et al., 2012), et inversement la dégradation
pharmacologique des PNN entraine aussi une hyperexcitabilité du réseau des cellules PV
facilitant I'épilepsie (Rankin-Gee et al., 2015). Dans le cadre de la MA, il est ainsi difficile de
déterminer si 'absence de PNN est la cause ou la conséquence de l'activité neuronale
aberrante. Dans le but de répondre a cette question, nous avons mis en place une étude
préliminaire ou nous avons dégradé les PNN dans I'hippocampe par le biais de la ChABC, et
observé I'occurrence des phénomeénes épileptiques spontanés tel que des IS ou des crises
myocloniques sur 'EEG des souris sauvages entre 3 et 6 jours aprés I'injection de ChABC ou
de solution contréle (PBS) (données non montrées). Nous avons alors observé I'apparition
d’lIS chez les souris injectées avec 'enzyme ChABC mais aussi celles injectées avec la
solution contrdle, cependant la fréquence des IIS était plus importante chez les souris ChABC.
Nous avons alors émis I'hypothése que l'injection avait possiblement altérée lintégrité de
'hippocampe, induisant des activités épileptiques dans les deux cas, mais de fagon plus
prononcée en absence de PNN. |l est aussi important de garder en téte que lorsqu’on dégrade
les PNN, il y a des processus qui se mettent en place rapidement dans le réseau mais aussi
d’autres qui pourraient se mettre en place au fil des semaines. Dans I'étude de Rankin-Gee et
collaborateurs, l'injection de ChABC dans 'hippocampe de rat a permis 7 jours plus tard une
augmentation du nombre de crises épileptiques myocloniques suite a I'injection d’une solution
pro-convulsivante (Rankin-Gee et al., 2015), permettant de supposer que le réseau était
toujours dans un état hyperexcitable. Cependant, il est possible qu’il soit nécessaire d’attendre
un délai plus important aprées l'injection de ChABC, pour permettre la mise en place d'un
réseau aberrant en absence de PNN et pouvoir observer des crises d’épilepsie spontanées.
Cependant, les limitations technigues nous empéchant de suivre nos souris sur plusieurs mois
tout en les injectant régulierement ne nous permettent pas d’envisager cette expérience. En
outre, l'utilisation de 'enzyme ChABC demeure un outil intéressant pour mieux comprendre
l'influence de la présence/absence des PNN sur les interneurones PV, les oscillations

cérébrales, et les performances cognitives des souris.

Par ailleurs, une suite logique a notre étude est de chercher a moduler positivement la
formation des PNN autour des interneurones PV des souris Tg2576, afin de déterminer si cela
permet de supprimer les activités cérébrales aberrantes et/ou d’améliorer leurs performances
cognitives. Pour cela, il serait possible d’'utiliser des inhibiteurs des MMP, afin d’empécher la
dégradation des PNN, ou au contraire d'utiliser des molécules permettant de stimuler leur

formation.
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Parmi les molécules connues pour interagir avec les PNN, on peut trouver le facteur
neurotrophique BDNF. En effet, le BDNF permet la maturation des interneurones PV lors du
développement post-natal (Huang et al., 1999). De plus, des données récentes indiquent que
le traitement au BDNF de cultures primaires de neurones corticaux induit apres 7 jours une
augmentation du niveau d’expression de GAD65/67 et de l'intensité de PNN révélée par la
WFA (poster présentation de Willis et Morris, 2017).

Nous pourrions utiliser 'Thoméoprotéine Otx2 qui est également connue pour interagir avec les
PNN (Beurdeley et al., 2012). Dans le systéme visuel, l'injection d’Otx2 permet d’accélérer la
maturation post-natale des interneurones PV, d'induire la formation de PNN, et d’avancer la
fin de la période critique de dominance oculaire (Sugiyama et al., 2008). Cependant, la
protéine Otx2 n’est pas présente dans le cerveau adulte en dehors du systeme visuel (Yazaki-
Sugiyama et al.,, 2009), et il reste a prouver qu’elle aurait une action similaire dans

I'hippocampe.

La neuréguline-1 (Nrgl), facteur de croissance dérivé des neurones (Pantazopoulos et
Berretta, 2016), est connue pour réguler 'activité des interneurones PV via I'activation des
récepteurs ErbB4 (Fazzari et al., 2010; Gu et al., 2016). La signalisation Nrg1/ErbB4 contrdle
le développement du circuit inhibiteur en régulant la maturation des interneurones PV et de
leur PNN (Mei et Nave, 2014), y compris dans I'hippocampe (Dominguez et al.). Une altération
de la voie de signalisation Nrg1/ErbB4 serait a I'origine de la perturbation de la transmission
inhibitrice médiée par interneurones PV observée dans la schizophrénie (Rico et Marin, 2011).
De plus, I'activation de cette voie permet d’atténuer la production de MMP-9 (Li et al., 2009).
Les effets de la Nrgl sur la présence des PNN et les performances mnésiques des souris
Tg2576 sont aujourd’hui évalués au laboratoire (thése de Christophe Rey). Les premiers
résultats indiquent que l'injection aigue de Nrg1 dans I'hippocampe des souris Tg2576 induit
une amélioration de leur mémoire, mais il reste a confirmer si cela est associé a une

augmentation des PNN autour des neurones PV de cette zone.
Altération qualitative des PNN

Dans notre étude, nous avons utilisé la WFA comme moyen de visualisation des PNN. Cette
protéine est connue pour reconnaitre préférentiellement les résidus N-acetyl-D-galactosamine
sur les aggrécanes qui composent les PNN (Yamada et Jinno, 2017). Nous ne pouvons donc
pas exclure que l'utilisation d’autres marqueurs auraient permis de visualiser plus de PNN
(Yamada et Jinno, 2017). De plus, la composition et la sulfatation (Caterson, 2012) des
chaines GAG des CS protéoglycans qui composent les PNN peuvent varier (Figure 78). La
sulfation en position 4 (C4S) inhibe la pousse axonale (Wang et al., 2008), alors que la

sulfation en position 6 (C6S) est plus permissive (Miyata et Kitagawa, 2015). Plus précisément,
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il a été montré que les rats agés de 18 mois présentent plus de C4S que les individus de 3
mois, suggérant que le vieillissement s’Taccompagne d’'une modification de la composition des
PNN, les rendant moins permissifs aux contacts axonaux (Foscarin et al., 2017). Dans ce
contexte, il serait intéressant de déterminer si la composition des PNN des souris Tg2576 est
modifiée dés le jeune age.

Enfin, les PNN changent également d’aspect au cours de la maturation post-natale.
Récemment, une étude utilisant la microscopie a force atomique a permis de proposer des
critéres objectifs de rigidité des PNN, indiquant que celle-ci augmente avec le vieillissement
(Smolyakov et al., 2018). Cette approche pourrait étre utilisée afin de déterminer si des

modifications topologiques des PNN sont détectables chez les souris modeles de la MA.
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Figure 78 : Schéma décrivant la structure des CSPG d’Aggrecan. Les CSPG sont composés d'une
protéine centrale qui comprend des domaines distincts (par exemple, G1, G2). De nombreuses
chaines de glycosaminoglycanes sulfatées de chondroitine sont liées au corps protéique, créant
une région riche en CS (A). Chaque chaine de glycosaminoglycanes est constituée de paires
répétées d’acide glucuronique (GIcA) et de N-acétyl-galactosamine (GalNAc). Ce dernier peut
étre sulfaté en position 6 (CS-6) ou 4 (CS-4) (B). L'anticorps 3B3 détecte un disaccharide CS
saturé a Il'extrémité terminale non réductrice consistant en acide glucuronique N-acétyl-
galactosamine-6-sulfate (CS-6; en A), tandis que la lectine WFA détecte la N-actétyl-d-
galactosamine aux extrémités des chaines CS, avec une préférence pour la liaison béta-
glycosidique (A). Les CSPG sont clivées par plusieurs métalloprotéases, notamment ADAMTS
(triangles) et MMP (carrés) sur divers sites du corps protéique. La ChABC, enzyme trés utilisé
pour dégrader les PNNs, digere les chaines de glycosaminoglycanes. D’apres (Berretta et al.,
2015).
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En conclusion, I'ensemble de ces recherches ont démontré I'importance de la matrice
extracellulaire spécifique aux interneurones PV que sont les PNN. Apres avoir réalisé ce travalil
de thése, il apparait primordial de prendre en compte les PNN lors de I'étude des cellules PV
ou des phénoménes qui leur sont liés, telles que les oscillations gamma (Cabungcal et al.,
2013), la génération des SWR (Sun et al., 2018), le couplage théta-gamma, phénomenes
nécessaires au bon fonctionnement des processus mnésiques (Bott et al., 2015; Buzséki,
2015; Jensen et al., 2007). L’'altération des PNN a été largement étudiée dans le contexte
pathologique de la schizophrénie (Berretta et al., 2015) et de plus en plus d’études centrent
leur attention sur les PNN (Ferrer-Ferrer et Dityatev, 2018; Lorenzo et al., 2018; Shen, 2018;
Sorg et al., 2016; Wen et al., 2018). Certains ont méme suggéré que les mémoires a trés long
terme ont pour support le maillage des PNN (Tsien, 2013). L’étude de la contribution des PNN
dans la MA n’en est encore qu’a ses débuts, mais cela permet d’entrevoir de nouvelles

perspectives thérapeutiques.

“There’s a relatively new idea that perineuronal nets are a very dynamic structure.” “Il existe
une idée relativement nouvelle selon laquelle les perineuronal nets constituent une structure

trés dynamique. » —Alain Prochiantz

“Perineuronal nets had gone under the radar for many people.” “Les perineuronal nets sont

passés inapergus pour beaucoup de personnes”— Marianne Fyhn

“The perineuronal net is an extremely promising and tractable target for doing this (controlling
cerebral plasticity).” “Les perineuronal nets sont une cible extrémement prometteuse et

malléable pour faire ¢a (contrdler la plasticité cérébrale)’— James W. Fawcett

“Their (PNN) maturation and function maps really nicely to the time course of the disorder
(schizophrenia)” "Leur (PNN) maturation et leur fonction correspondent parfaitement a la

progression dans le temps de la maladie (schizophrénie)"— Sabina Berreta

(Extraits issus de (Shen, 2018))
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ANATOMO-FUNCTIONAL ALTERATIONS OF PARVALBUMIN INTERNEURONS
IN A MOUSE MODEL OF ALZHEIMER'’S DISEASE

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder inducing cognitive dysfunction, in particular
memory loss. The use of murine models of AD have highlighted alterations of the neural activity of
hippocampal and cortical networks leading to alteration of brain oscillations and spontaneous epileptic
activities. Interestingly, it has also been found in AD patients and AD mice that GABAergic interneurons
expressing parvalbumin (PV) are dysfunctioning, inducing a decrease in gamma oscillations associated
with cognitive deficit. Thus, we hypothesized that Tg2576 mice exhibit progressive alteration of PV
interneurons, and their specific extracellular matrix (PNN). These would induce aberrant cerebral activity
(hypersynchrony, alteration of gamma oscillations and their association with theta oscillations)
sustaining cognitive deficits. This work demonstrates that Tg2576 mice exhibit an alteration of gamma
power during a cognitive task. On the other hand, the specific activation of PV neurons allows the
generation of gamma oscillation in our anesthetized mice, however we haven’'t been able to try
enhancing gamma during a cognitive task. We have also observed a decrease in the number of
hippocampal PV neurons and their PNN at an early age of pathology, which can be restored by a
transient stay in an enriched environment. Finally, we demonstrate that Tg2576 mice exhibit epileptiform
activities, particularly during paradoxical sleep (PS), as well as an alteration of gamma oscillations and
their coupling with theta oscillations during PS, as early as 1.5 months of age. Thus, these results allow
to better characterize the impact of AD on PV neurons and the oscillatory phenomena associated with

their function.
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perineuronal net, gamma oscillation, theta-gamma coupling, epilepsy, optogenetic,
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ALTERATIONS ANATOMO-FONCTIONNELLES DES INTERNEURONES A
PARVALBUMINE DANS UN MODELE MURIN DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative induisant des troubles cognitifs, et
particulierement des troubles de la mémoire. L'utilisation des souris modéles de la MA a permis de
mettre en évidence des altérations de 'activité des réseaux neuronaux hippocampiques et corticaux qui
seraient a I'origine des troubles cognitifs. Ainsi, les patients atteints de la MA et des souris transgéniques
modeles de la pathologie ont un dysfonctionnement des interneurones exprimant la parvalbumine (PV),
a l'origine de la perturbation des oscillations gamma et des troubles cognitifs. Au cours de cette thése,
nous avons fait I'hypothése que les souris Tg2576, modeles de la MA, présentent une altération
progressive des interneurones PV, et de leur matrice extracellulaire spécifique, les PNN. Cela aurait
pour conséquence une altération de I'activité cérébrale (hypersynchronie, perturbation de la puissance
des oscillations gamma et de leur couplage avec les oscillations théta), qui sous-tendrait les troubles
cognitifs. Ce travail a permis de montrer que les souris Tg2576 présentent effectivement des
perturbations des oscillations gamma au cours d’'une tache cognitive. D’autre part, I'activation spécifique
des neurones PV par optogénétique permet la génération d’oscillations gamma chez nos souris
anesthésiées. Cependant nous n’avons pas pu combiner cette approche a la réalisation tache cognitive.
Nous avons par ailleurs observé une diminution du nombre de neurones PV hippocampiques et de leur
PNN a un age précoce de la pathologie, qui peut toutefois étre restauré par un séjour transitoire dans
un environnement enrichi. Enfin nous avons mis en évidence que les souris Tg2576 présentent des
activités épileptiformes particulierement au cours du sommeil paradoxal (SP), ainsi qu'une perturbation
des oscillations gamma et de leur couplage avec les oscillations théta dés I'age de 1.5 mois pendant le
SP. Ainsi, les travaux de cette thése permettent de mieux caractériser 'impact de la MA sur les neurones

PV et sur les phénoménes oscillatoires associés a leur fonction.
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