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Imagination is more important than knowledge. For knowledge is limited, whereas imagination
embraces the entire world, stimulating progress, giving birth to evolution.

Albert Einstein
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Résumeé

Au cours du développement post-natal, la fermeture des périodes critiques de plasticité active
est marquée par deux événements concomitants : la formation d'une matrice extracellulaire
spécialisée, le «perineuronal net» (PNN), qui entoure les interneurones inhibiteurs a
parvalbumine dits fast-spiking (FS-PV) et l'import de I'homéoprotéine OTX2 dans ces
neurones. Le PNN apparait comme un facteur limitant la plasticité des cartes corticales chez
I'adulte, la digestion enzymatique de celui-ci permettant la réouverture de la plasticité de ces
cartes corticales. L’inhibition de la transmission GABAergique, en particulier I'inhibition
spécifique des interneurones FS-PV, réinstaure une plasticité corticale élevée chez I'adulte qui

pourrait étre liee a un changement du PNN.

A ce jour le lien entre I'activité des FS-PV et la régulation de la densité du PNN chez I'adulte
restent inconnus. Mon projet de thése vise a déterminer (i) quels sont les effets de la
manipulation de I'activité des FS-PV sur la densité de PNN dans le cortex visuel primaire chez
la souris adulte et (ii) si les interneurones FS-PV expriment les protéines nécessaires au

remodelage du PNN.

Nous avons montré que linhibition chemogénétique ciblée des interneurones FS-PV réduit
fortement le PNN chez la souris adulte. L’inhibition des cellules pyramidales voisines entraine
le méme effet. La surexcitation du réseau induite en excitant les cellules pyramidales, ou
I'excitation directe des neurones FS-PV, n’affectent pas le PNN. Ces résultats combinés a la
caractérisation électrophysiologique réalisée ex vivo par patch-clamp ou in vivo par
enregistrement EEG, démontre que la désinhibition du réseau n’est pas a l'origine de la
régression du PNN. De facon intéressante nos résultats semblent indiquer que chaque cellule
FS-PV régule son propre PNN. Nos résultats de RT-PCR sur cellule unique démontrent que
le profil d’expression des génes liés au PNN observé dans les interneurones FS-PV conféere a

ces cellules la capacité de réguler leur PNN de facon cellule-autonome.

En conclusion, nos résultats indiquent qu’'une diminution de I'activité des FS-PV directement
ou via I'inhibition des cellules pyramidales environnantes permet de réduire la densité de PNN
chez I'adulte. Ces résultats sont novateurs et apportent une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation du PNN chez I'adulte ce qui pourrait a 'avenir permettre identifier

de nouvelles pistes thérapeutiques pour promouvoir la plasticité et la réparation cérébrale.



Abstract

During the post-natal development of the cerebral cortex, the closure of the highly plastic
period, called critical period, is concomitant with the accumulation of a specialized extracellular
matrix, the perineuronal net (PNN), around fast-spiking inhibitory interneurons that express
parvalbumin (FS-PV). The PNN limits the plasticity of cortical maps in the adult, and its
enzymatic digestion allows the reopening of cortical maps plasticity. The inhibition of
GABAergic transmission, in particular the specific inhibition of FS-PV interneurons, reinstates

high cortical plasticity, which may be linked to changes in the PNN.

To date, the link between FS-PV cell activity and the regulation of PNN density in the adult
remains unexplored. My thesis project aims to determine (i) what are the effects of the
manipulation of FS-PV activity on PNN density in the primary visual cortex of adult mice and

(i) if FS-PV interneurons express keys proteins to remodel the PNN.

We found that targeted chemogenetic inhibition of FS-PV interneurons strongly reduces the
PNN in adult mice. Inhibition of neighboring pyramidal cells has a similar effect. Overexcitation
of the network induced by exciting pyramidal cells, or direct excitation of FS-PV neurons, does
not affect the PNN. These results combined with electrophysiological characterization
performed ex vivo using patch-clamp or in vivo using EEG recordings, show that network
disinhibition is not the trigger of PNN regression. Interestingly, our results suggest that each
FS-PV cells is able to regulate its own PNN. Our single cell RT-PCR results reveal that the
expression pattern of PNN-related genes found in FS-PV interneurons endow these cells with

the ability to regulate their PNN cell-autonomously.

To conclude, our results show that a decrease of FS-PV cells activity, directly or through
inhibition of nearby pyramidal cells, reduces PNN density in the adult. These results are
innovative and deepen our understanding of PNN regulation mechanisms in adults. In addition
to bringing new fundamental knowledge on the physiology of brain plasticity, our project may

lead to therapeutic prospects for some brain diseases.
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1. Anatomie du néocortex

Le néocortex est constitué de deux hémisphéres cérébraux, subdivisés en quatre lobes
nommeés d’aprés I'os cranial sus-jacent : frontal, pariétal, temporal et occipital. lls sont
anatomiquement délimités par des fissures et des sillons, et sont spécialisés dans des
fonctions cognitives distinctes. Le lobe frontal est impligué notamment dans les
mouvements volontaires ; le lobe temporal est en relation avec I'audition et le langage, la
mémoire, ou encore l'audition ; le lobe pariétal régit la somesthésie ; enfin le lobe occipital

est associé a la vision (Fig 1).

Sillon central Lobe pariétal

Lobe
_occipital

Figure 1- Les lobes du néocortex humain. La
fissure Sylvienne sépare le lobe frontal (en gris) du
lobe temporal (en orange). Le sillon central sépare
le lobe frontal du lobe pariétal (en vert). Le lobe
occipital (en rouge) se situe a l'arriére du cerveau.

Cervelet

La surface du néocortex humain contient des sulci et des gyri lui donnant un aspect

plissé contrairement a celui de la plupart des rongeurs qui est lisse (Fig 2).

Aire sensorielle

Aire motrice 2
somatique

Aire sensorimotrice Aire visuelle

fi 5 ,
\ _ Aire visuelle

.' 5
e

Aire auditive Bulbe olfactif

Aire auditive

Humain Rat

Figure 2- Vue latérale du néocortex chez I’lhumain et chez le rat. Les aires sensorielles primaires
et motrices ont été colorées (vert : aire somatique sensorielle; bleu : aire auditive; rouge : aire visuelle;
jaune : aire motrice).
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Le néocortex est constitué de deux types de formations : la substance grise située a la
surface du cerveau, juste en dessous des méninges, et la substance blanche délimitée par
la substance grise, les ventricules et le striatum. La substance grise est essentiellement
constituée d’'un grand nombre de corps cellulaires tandis que la substance blanche est
quant a elle principalement constituée de fibres nerveuses myelinisées. Dans la suite de

cette introduction, nous nous intéresserons uniquement a la substance grise du néocortex.

1.1.1 Organisation laminaire du néocortex

Pie meére
~

Vi

Le néocortex est généralement divisé en six couches paralléles, numérotées de la
surface du cortex, au niveau de la pie mére, a la substance blanche (Fig 3). La couche |,
est généralement appelée couche moléculaire, et est principalement constituée de fibres
nerveuses. On y trouve néanmoins les corps cellulaires de quelques interneurones. Les
couches Il et lll, respectivement appelées couche granulaire externe et couche pyramidale
externe, contiennent de nombreuses cellules pyramidales. Les cellules pyramidales de la
couche Il sont plus petites que celles de la couche Ill. La couche IV, ou couche granulaire
interne, contient une forte densité de cellules étoilées épineuses (cellules granuleuses). La
couche V, couche pyramidale interne, contient les plus grandes cellules pyramidales du
néocortex. Enfin, la couche VI ou couche polymorphe, contient des cellules pyramidales de

forme irréguliére.

Coloration de Coloration de  Coloration de
Golgi Nissl la myéline

Acsiih i : ST
L w",":;“‘; i e Figure 3- Les différentes couches du néocortex.

' : ¢ La méme aire corticale a été colorée par trois
méthodes différentes. La coloration de Golgi
marque les neurones dans leur intégralité. La
coloration de Nissl marque les corps cellulaires. La
coloration de la myéline marque les axones
myélinisés. Les différentes couches corticales sont
déterminées par des densités et tailles cellulaires
différentes.

Substance blénce
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D'un point de vue fonctionnel, le néocortex est subdivisé en trois couches, la couche
supragranulaire regroupant les couches | a lll, une couche granulaire (couche V), et une
couche infragranulaire contenant les couches V et VI. Les neurones pyramidaux des
couches supragranulaires envoient des projections vers d'autres aires corticales. La couche
granulaire quant a elle est une voie d’entrée de la grande majorité des afférences
sensorielles thalamiques. Les neurones pyramidaux des couches infragranulaires
projettent des efférences extracorticales. L'épaisseur des couches et leur organisation
fonctionnelle varient a travers le cortex. Par exemple, la couche V est particulierement
développée dans le cortex moteur tandis que dans les aires sensorielles primaires c’est la

couche 1V, qui est particulierement développée.

1.1.2 Organisation en colonnes du néocortex

Outre son organisation laminaire, le néocortex est aussi organisé en colonnes. Ces
colonnes sont caractérisées par une organisation verticale des éléments corticaux. Elles
s’étendent sur toute I'épaisseur du cortex et ont un diamétre de 300 a 500 uym. Suivant les
espéces et les zones du cortex la forme et la taille de ces colonnes varient, mais cette
organisation reste une unité de base générale du néocortex (Mountcastle, 1997).

Cette organisation en colonnes a été particuliérement étudiée dans le cortex visuel
primaire. Les colonnes y regroupent tous les neurones qui ont leurs champs récepteurs
dans la méme région de la rétine. Les afférences provenant de chaque ceil, aprés
ségrégation au niveau du corps genouillé latéral, parviennent au niveau de la couche IV et
ne sont pas distribuées aléatoirement mais de fagon réguliere, en bandes provenant
alternativement de I'ceil droit et gauche (Hubel and Wiesel, 1974) (Fig 4).Ce sont les
colonnes de dominance oculaire. Nous reviendrons sur la notion de dominance oculaire

dans la partie «3.2.2 La dominance oculaire».

Rétine
temporale

Couche IV du cortex visuel primaire

Ipsilateral

4
Contralateral
”

Ipsilateral

N

Contralateral

Rétine
nasale

Rétine
nasale

temporale

Figure 4- Traitement de l'information visuelle et répartition en colonne de dominance oculaire.
Adapté de (Katz et Crowley, 2002).
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-

du cerveau. Il est divisé en deux hémisphéres eux-mémes divisés en différents lobes.

En résumé de cette premiére partie, le néocortex est la partie la plus superficielle

Le néocortex est le siége de plusieurs fonctions complexes telles que la
perception de I'environnement, le contrdle volontaire des mouvements, le langage ou

encore la mémoire.

Enfin il est important de noter qu’il a une structure laminaire comprenant une
variété de type cellulaire et que cette organisation est retrouvée dans I'ensemble du
néocortex.

. /
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2. Les cellules du néocortex
Dans le systéme nerveux, deux grands types cellulaires sont retrouvés : les cellules

gliales (ou glies) et les neurones.

2.1 Les cellules gliales

Les cellules gliales ont été pour la premiére fois identifiées dans le courant du 19%me
siécle par plusieurs neuroscientifiques dont Rudolph Virchow, Santiago Ramon y Cajal et
Piodel Rio-Hortega. On ne leur attribua d’abord qu’un réle de support physique d’ou leur nom
« Glia » du Grec ancien signifiant « colle ». Un nombre croissant d’'observations montrent que
ces cellules occupent en réalité bien plus qu’'un réle de soutien mécanique mais qu’elles
occupent aussi de nombreuses fonctions dans la physiologie du systéme nerveux. On peut
notamment citer leur importance pour lisolation électrique des axones, dans '’homéostasie
des différents ions, dans le métabolisme cérébral, ou encore dans la physiologie synaptique
et vasculaire. Les glies se subdivisent en deux grands types, les microglies et les macroglies.
Dans le néocortex, il existe deux grands types de macroglies : les oligodendrocytes et les

astrocytes.

2.1.1 Microglies
Les microglies dérivent d’une lignée cellulaire différente de celles des macroglies et ont
une origine embryonnaire extra-cérébrale. Ce sont des cellules phagocytaires mobiles et

polymorphes recrutés lors des processus d’inflammation (Perry et al., 2010).

2.1.2 Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules de petites tailles avec peu de prolongements.
lIs se différencient assez tardivement au cours du développement. En effet, leur guidage est
assuré par les neurones et les astrocytes. Leur role principal est de former une gaine de
myeline autour de certains axones de neurones du systéme nerveux central. La myélinisation
assure une isolation électrique permettant une conduction saltatoire rapide des potentiels
d’action (PA). Un oligodendrocyte enveloppe plusieurs axones contrairement aux cellules de

Schwann myélinisées retrouvées dans le systéme nerveux périphérique (Fig 5).

Précuseur Oligodendrocyte mature myélinisant

Figure 5- Maturation d’un oligodendrocyte. Oligodendrocyte, dans sa forme mature formant, par
enroulement de sa membrane plasmique, des gaines de myéline autours de trois axones différents.
Adapté de (Neurosciences, 6th edition, Purves).
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2.1.3 Les astrocytes

Les astrocytes sont nommés ainsi d’aprés leur morphologie (astro- étoile et cyte-
cellule) (Fig 6). lls représentent la majorité des cellules gliales. Les astrocytes envoient
souvent des prolongements, ou pieds astrocytaires, au niveau des vaisseaux sanguins et
participent a la formation d’'une barriére fonctionnelle, la barriere hémato-encéphalique. lls
jouent un role dans la régulation du métabolisme neuronal et dans l'apport énergétique
(Bélanger et al., 2011; Pellerin et al., 2007). lls agissent de maniére importante au maintien et
au fonctionnement des synapses en tant que membre de la synapse dite tripartite (Araque et
al,, 1999). lIs interviennent dans la recapture et dans la dégradation de certains
neurotransmetteurs, notamment le glutamate, libérés au niveau de la fente synaptique par les

neurones (Pellerin and Magistretti, 1994).

Figure 6- Différents types d'astrocytes. (A, B, C,
et D) Astrocytes dans la couche moléculaire. (E, F,
G, H) Astrocytes dans les couches Il et lll. (I et J),
Astrocytes présentant des pieds astrocytaires
vasculaires. (V) Vaisseau sanguin (d'aprés Ramén
y Cajal).

2.2 Les neurones du néocortex

Dans le néocortex, les neurones sont classiguement subdivisés en deux grandes
populations: les neurones glutamatergiques excitateurs représentant environ 80% de la

population neuronale et les neurones GABAergiques locaux inhibiteurs (les 20% restants).
2.2.1 Les neurones glutamatergiques

Les neurones glutamatergiques utilisent le glutamate comme neurotransmetteur
(Storm-Mathisen et al., 1983). lIs se divisent en deux grandes classes morphologiques : les

cellules pyramidales et les cellules étoilées épineuses.
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2.2.1.1 Les neurones pyramidaux

Les neurones pyramidaux sont le type neuronal le plus abondant du néocortex. Les
neurones pyramidaux présentent un corps cellulaire de forme pyramidale, avec une dendrite
apicale principale généralement orientée vers les couches superficielles (Fig 7). Le soma de
ces neurones émet plusieurs dendrites basales qui se ramifient rapidement. Les dendrites des
neurones pyramidaux présentent de nombreuses épines. L'axone de ces cellules quant a lui
émerge généralement a la base du soma. Il est émis vers les couches profondes ou il va se

ramifier en de nombreuses collatérales, puis entrer dans la substance blanche.

Figure 7- Cellule pyramidale géante. Coloration de
Golgi, (a) axone, (c) collatérales, (d) dendrites
basales, (e) bouquet dendritique terminal (d'aprés
Ramon y Cajal).

Les neurones pyramidaux possedent aussi des caractéristiques électrophysiologiques
permettant de les identifier. Mountcastle et ses collaborateurs furent les premiers a les
enregistrer in vivo (Connors and Gutnick, 1990) et a les caractériser de neurones a décharges
courantes (Regular Spiking, RS). Les potentiels d’action (PA) de ces neurones, se

caractérisent par une durée assez longue (supérieure a la milliseconde a mi-hauteur).

Deux types de profils de décharge peuvent étre observés (Connors and Gutnick, 1990;
McCormick et al., 1985) (Fig 8) :

- Cellules a décharge réguliére (Regular Spiking ou RS),

- Cellules a décharge en bouffée (Intrinsically Bursting ou IB),
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Le profil de décharge le plus couramment retrouvé chez les cellules pyramidales est celui des
cellules a décharge réguliére, caractérisé par une adaptation de fréquence (réduction rapide

et marquée de la fréquence instantanée de décharge des PA).

|| ||| Figure 8- Représentation schématique de Ila

g - localisation laminaire de deux grands types de

rRs décharge de neurones glutamatergiques. (Adaptée
de Connors et Gutnick, 1990).

2.2.1.2 Les cellules étoilées épineuses

Les cellules étoilées épineuses se trouvent essentiellement dans la couche IV au
niveau des aires corticales sensorielles. Ce sont des petites cellules multipolaires présentant
de nombreuses épines dendritiques. Elles regoivent des afférences directement du thalamus.
Les neurones étoilés épineux transmettent ensuite les informations thalamiques aux cellules
pyramidales et aux interneurones inhibiteurs. Le profil de décharge de ces cellules est un profil
de décharge RS.

2.2.2 Les interneurones GABAergiques

Les interneurones ont été initialement décrits par Ramon y Cajal en 1899 comme des
neurones ayant « un axone court ». On retrouve ces interneurones dans toutes les couches
du cortex, y compris la couche moléculaire. Contrairement aux cellules pyramidales et cellules
étoilées épineuses décrites précédemment, les interneurones du néocortex utilisent I'acide y-
aminobutyrique (GABA) comme neurotransmetteur (Houser et al., 1983). Les interneurones
sont presque exclusivement impliqués dans des circuits neuronaux locaux. Cependant,
plusieurs études ont démontré I'existence d’interneurones GABAergiques a projection de
longues portées (Tomioka et al.,, 2005; Lee et al., 2014). Les interneurones inhibiteurs
présentent néanmoins une grande diversité au niveau de leur morphologie, de leurs propriétés
synaptiques, électrophysiologiques et moléculaires aussi bien que de leur origine
embryonnaire (Fig 9).
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Figure 9- Diversité des interneurones corticaux. Les interneurones sont classés suivant une
combinaison de critétres morphologiques, de leur cible, marqueurs cellulaires et propriétés
électrophysiologiques. Les traits noirs connectant les différents paramétres illustrent un interneurone
exprimant la Parvalbumine et déchargeant a haute fréquence. (De Kepecs et Fishell, 2014).

C’est pourquoi différentes méthodes de classifications ont vu le jour. Historiquement,
les interneurones inhibiteurs sont classés suivant un large répertoire de propriétés

morphologiques, électrophysiologies et moléculaires (Ascoli et al., 2008).

Tout d’abord, les classifications morphologiques (Fig 10) des interneurones corticaux
se définissent selon des critéres tels que I'arborisation axonale et/ ou dendritique (pour revue
S Ramon y Cajal, 1995; Raghanti, 2010).

Les classifications biochimiques reposent, quant a elles, essentiellement sur
I'expression de deux types de marqueurs: les protéines de liaison au calcium et les
neuropeptides (Kawaguchi and Kubota, 1997). Dans les protéines de liaison au calcium, on
retrouve la calbindine-D28K (CB), la parvalbumine (PV) et la calrétinine (CR). Dans les
neuropeptides, on retrouve le neuropeptide Y (NPY), le peptide vasointestinal (VIP), la
somatostatine (SST) et la cholecystokinine (CCK). Ces différents marqueurs ont permis, grace
a des techniques d’immunohistochimie, de mettre en évidence trois grandes classes
d’interneurones (Kawaguchi and Kubota, 1997): les cellules a PV (qui expriment fréquemment
la CB, de morphologie hétérogene), les cellules NPY-SST (qui expriment aussi frequemment
la CB, de morphologie hétérogéne), et les cellules VIP-CCK (qui expriment fréquemment la
CR, en majorité de morphologie bipolaire).
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Figure 10- Exemp\)l‘;ren des différentes morphologies d'interneurones. (D’aprés Raghanti et al, 2010).

Enfin, le développement de la technique de patch-clamp sur tranches (Edwards et al.,
1989; Stuart et al., 1993) a mis en évidence un autre aspect de la diversité de la population
des interneurones corticaux. Leurs propriétés électrophysiologiques ont permis de définir, tout
comme leurs diversités morphologiques et moléculaires décrites ci-dessus, des sous-
populations d’interneurones. Par exemple, au cours de ma thése je me suis focalisée sur les
cellules dites a décharge rapide (Fast Spiking ou FS) qui ont notamment été les premiers
comportements électrophysiologiques a avoir été décrits (Connors and Gutnick, 1990 pour
revue). Ces neurones sont caractérisés par des PA émis a des fréquences élevées et
soutenues pouvant atteindre plus de 500Hz chez I'adulte. D’autre part, ces PA présentent une
phase d’hyperpolarisation (afterhyperpolarization ou AHP) trés marquée (Fig 11). Les
neurones Fast Spiking représentent plus du tiers des interneurones du cortex (Kawaguchi,
1995). Morphologiquement, ce sont majoritairement des cellules de types cellules en panier
ou de type chandelier (Kawaguchi et al., 1993; Kawaguchi, 1995). De plus, le marqueur

moléculaire révélé par immunocytochimie pour ces cellules est la PV (Kawaguchi, 1993).
Cellule FS

Figure 11- Profil de décharge d'une cellule
de type FS. Réponses évoquées par
injection de créneaux de courant. (A)
Décharges de PA induites par un courant
dépolarisant proche du seuil d'émission des
PA (traces du haut). L'AHP est rapide et
prononcée aprés chaque PA. (B) Décharge
de PA a haute fréquence induite par un fort
200 ma courant dépolarisant. (D’aprés Kawaguchi,
1995).
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Des schémas de classifications basés sur des caractéristiques développementales ont
permis de confirmer et supporter les classifications établies (McCormick et al.,
1985; Kawaguchi and Kubota, 1993, 1996; Cauli et al., 1997). Notre équipe a grandement
participé a la définition de catégories d’'interneurones, grace a la mise au point de la technique
de la RT-PCR sur cellule unique (Lambolez et al., 1992; Bruno Cauli et al., 1997; Devienne et
al.,, 2018) Cette technique permet d’obtenir simultanément le profii morphologique,
électrophysiologique et de déterminer I'expression de marqueurs qui se sont révélés comme

des critéres déterminant pour la classification en différentes sous-populations.

Récemment, la technique du séquencage d’ARN d'une cellule unique a permis le
développement d’'une taxonomie, mise a disposition en ligne sous la forme d’'une base de
données accessible a tous (Tasic et al. 2016). Néanmoins, la multiplicité des méthodes de
classifications augmente le nombre de classes et de sous-classes d’interneurones décrits,
tendant ainsi a créer une confusion. Actuellement, la communauté scientifique continue a

utiliser les grandes classes d’interneurones antérieurement établies.

2.2.3 Un mot sur les interneurones FS-PV

Au cours de ma thése, je me suis intéressée en particulier a un type d’interneurones :
les interneurones a décharge rapide exprimant la PV (Fast-Spiking Parvalbumin ou FSPV).
Les cellules FS-PV sont majoritairement de morphologie type cellule en panier, signifiant

gu’elles font des contacts axo-somatiques (Fig 12).

Figure 12- Morphologie d'une FSPV. L’axone
de la cellule en panier FS (BC) contacte le soma
de la cellule pyramidale (PYR). Les contacts
entre les cellules sont identifiés sous forme de
points marqués d’'une fleche (en bas). D’aprées
(Angulo et al. 1999).
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Comme leur nom l'indique, les FS-PV interneurones expriment la protéine de liaison
au calcium, la parvalbumine (Kawaguchi et al., 1987), qui va contrdler la libération synchrone
et asynchrone du GABA (Manseau et al., 2010). La PV est une protéine de liaison au calcium
qui est exprimée par 50% des interneurones inhibiteurs dans toutes les couches du cortex
excepté dans la couche | (Kubota et al., 1994). Elle est essentiellement retrouvée dans les
cellules en panier et les cellules en chandelier. Une classe distincte d’interneurones co-
exprimant la PV et la CB a aussi été décrite (DeFelipe, 1997). Le développement d’'une lignée
transgénique de souris exprimant la Cre recombinase dans les neurones a PV a facilité I'étude
de différents mécanismes physiologiques liés a ces neurones (Hippenmeyer et al., 2005).
Gréace a cette lignée il est en effet possible de transduire spécifiquement des cellules PV grace
a l'utilisation d’AAV Cre dépendant.

Les cellules FS-PV sont issues de I'éminence ganglionnaire médiale (MGE). Le facteur
de transcription Er81 (ou Etv1l) a été mis en évidence (Dehorter et al., 2015) comme
modulateurs des propriétés intrinséques des interneurones FS, notamment a travers la
régulation de la sous unité Kv1.1 des canaux potassiques voltage dépendant dont I'expression

est nécessaire pour réguler le seuil de déclenchement des PA (Goldberg et al., 2008).

Les FS-PV interneurones tiennent leur nom de leur type de décharge, c'est-a-dire « Fast-
Spiking » (décrit précédemment). Ces interneurones sont essentiels pour fagonner I'activité
des circuits corticaux (Bartos et al., 2002) et empécher des emballements de l'activité
excitatrices du réseau (Lau et al., 2000) grace a leur décharge rapide (plusieurs centaines de
Hz) et leur contact axosomatique leur permettant une inhibition périsomatique (Freund and
Katona, 2007). Ces propriétés de décharge particuliére sont sous-tendues par un ensemble
de canaux ioniques et notamment les Kv3 qui dans les cellules FS matures soutiennent leur
haute fréquence de décharge grace a une cinétique qui entraine une repolarisation rapide de

la membrane aprés la décharge (Rudy and Mcbain, 2001).

Les FS-PV immatures sont incapables de supporter des décharges a hautes fréquences
jusqu’a P10-P15. Des événements transcriptionnels post-natals, se produisent vers la
troisieme semaine du développement chez la souris et permettent le développement du
phénotype électrophysiologique des FS-PV avec en paralléle le développement de leurs
canaux Kv3 et de différents canaux sodiques a hautes cinétiques (Okaty et al., 2009). lls
expriment enfin des récepteurs AMPA a inactivation rapide et peu ou pas de récepteurs
NMDA. Toutes ces caractéristiques leur permettent de libérer de fagon rapide et fiable du

GABA a leurs terminaisons synaptiques.

Grace aux contacts qu'ils effectuent au niveau du soma des cellules pyramidales, ils

contrélent et synchronisent la décharge d’'un grand nombre de ces cellules durant les
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oscillations gamma (35Hz-100HZz) (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009). Cette fréquence
élevée d’oscillation a été décrite, a la suite des études sur le cortex visuel de chat, comme
reliee a lintégration perceptuelle, a la construction de représentations cohérentes et a des
processus d’attention élevée (Crick and Koch, 1990). Une cellule FS-PV est aussi capable de
s’inhiber elle-méme en formant des autapses (Bacci et al., 2003). Il est important de noter qu’il
existe une hétérogenéité au sein méme des interneurones FS-PV. Notamment, Il a été décrit
que les FS-PV des couches IV et V sont entourées d’'une matrice extracellulaire spécialisée :

le réseau périneuronal, sur lequel est basée cette thése.

Les cellules FS-PV sont particulierement étudiées car elles sont impliquées dans plusieurs
maladies neurologiques telles que I'épilepsie et la schizophrénie (Marin, 2012). Dans la suite
de ce manuscrit le réle fonctionnel des FS-PV et leur lien avec la plasticité corticale seront

abordés.

2.2.4 Connectivité interneurones FSPV et cellules pyramidales

Les interneurones FS-PV sont préférentiellement interconnectés aux cellules pyramidales
qui leur sont voisines et qui leur fournissent une excitation réciproque (Yoshimura and
Callaway, 2005). lls peuvent aussi étre recrutés via d’autres sources de circuits excitateurs
(Roux and Buzsaki, 2015). Différentes formes de microcircuits inhibiteurs peuvent exister au
sein du cortex. L’inhibition antérograde (feedforward) est activée par des connections de
longues distances et joue un rdle important pour le contréle de lactivité des cellules
pyramidales dans le cortex (Fig 13). Dans la couche IV du cortex visuel ce type d’inhibition est
particulierement présent, les interneurones FS-PV corticaux y étant recrutés par les fibres

thalamiques (Pouille and Scanziani, 2001).

Le rétrocontrdle inhibiteur (feedback) est divisé en deux groupes : l'inhibition récurrente
et I'inhibition latérale. Dans ce type d’inhibition la cellule excitatrice va émettre des PA et activer
des interneurones inhibiteurs qui en retour vont inhiber l'activité de cette méme cellule

pyramidale (inhibition récurrente) ou d’autres cellules pyramidales voisines (inhibition latérale).

L’inhibition dite directe survient quand ce sont des entrées GABAergiques de régions
distantes qui dirigent l'inhibition du circuit. Enfin, la désinhibition prend place quand des
neurones GABAergiques ciblent d’autres neurones GABAergiques. Ce type d’inhibition peut
créer une synchronie ou une désinhibition du réseau des neurones excitateurs (Sohn et al.,
2016). Un autre type d’inhibition sont les autapses réalisées par les cellules FS-PV sur elles
méme (Bacci et al., 2003b).
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Figure 13- Différentes formes d’inhibition. (A) Inhibition feedforward, (B) Inhibition feedback, (C)
Inhibition latérale, (D) Inhibition directe et (E) désinhibition. Les mterneurones sont représentés en
rouge, les cellules pyramidales environnantes en noir et les afférences excitatrices lointaines en vert.
De (Roux et Buzsaki, 2015).

Ces différents types de connectivités entre les cellules FS-PV et pyramidales au sein d’'un
méme microcircuit démontre la complexité des effets engendrés par la manipulation de ces

différents acteurs, point que jaborderai plus loin dans ce manuscrit.

/ Dans le systéme nerveux, deux grands types cellulaires sont retrouvés : les cellules

gliales et les neurones. Parmi les neurones, deux grandes populations sont décrites : les

neurones glutamatergiques excitateurs représentant environ 80% de la population neuronale

et les neurones GABAergiques locaux inhibiteurs (les autres 20%).

Les neurones glutamatergiques sont principalement représentés par les cellules
pyramidales. Une grande diversité d’interneurones est décrite. lls sont souvent classés selon

leur morphologie, leur marqueur, leur cible et leurs caractéristiques électrophysiologiques.

Parmi ces interneurones, les cellules FS-PV sont décrites comme des cellules a
panier, faisant des contacts axo-somatiques, exprimant la PV et émettant des PA a haute

fréquence. lls sont fortement interconnectés avec les neurones glutamatergiques.

\_ /
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3. Plasticité dans le systeme nerveux central

3.1 Périodes critiques de plasticité

Les circuits neuronaux sont fagonnés par I'expérience durant des périodes post-natales
définies comme périodes critiques. Les périodes critiques sont définies comme un sous-
ensemble des périodes dites «sensibles» (Knudsen, 2004). Les périodes sensibles sont des
périodes de plasticité restreintes dans le temps ou I'expérience a un effet profond sur le
cerveau. Certaines compétences (sportives, musicales...) acquises précocement dans la vie
refletent I'existence de ces périodes sensibles. Les périodes critiques sont quant a elles des
cas particuliers ou I'expérience est absolument nécessaire a une maturation normale du

cerveau (Fig 14).
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Figure 14- Périodes de plasticité dans le cerveau en développement.
(Adapté de Hensh et al. 2005).

Les périodes critiques ont été étudiées dans différentes régions du cerveau grace a
différents modéles animaux tels que le chat pour le systéme visuel (Wiesel and Hubel, 1963),
la chouette pour le systeme auditif (Knudsen et al., 1984), les primates pour le cortex

somatosensoriel (Jones, 1993).

De plus, le début des périodes critiques ainsi que leur durée varient suivant les régions
cérébrales considérées (Hensch, 2004). La régulation de ces périodes de plasticité ne dépend
pas de I'dge mais de I'expérience, comme dit précédemment. En effet, il a été montré chez le
chat (Garey and Pettigrew, 1974)), puis chez le rongeur (Fagiolini et al., 1994), que plonger

les animaux dans I'obscurité a la naissance («Dark-rearing experiment ») retarde la mise en
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place de la période critique du systeme visuel. De méme, un environnement enrichi va
permettre de prolonger la plasticité (Sale et al., 2007). Les mécanismes sous-tendant la mise
en place de ces périodes sont variés, par exemple I'ouverture de la période de plasticité du
systeme visuel est dépendante de stimuli sensoriels et donc favorisée par 'ouverture des yeux
chez la souris (Smith and Trachtenberg, 2007). Les périodes critiques sont accompagnées de
changements anatomiques permanents (mobilité des épines dendritiques) permettant de
distinguer ces plasticités avec la plasticité développementale de 'apprentissage adulte. Enfin,
un point essentiel définissant I'existence de périodes critiques post-natales est la possibilité

de les rouvrir chez I'adulte (Hensch and Bilimoria, 2012).

3.2 Le systeme visuel et la dominance oculaire

3.2.1 Le systéme visuel
Le systéme visuel consiste en une série de cellules et synapses qui portent

linformation visuelle de I'environnement au cerveau pour l'intégrer.

Les signaux sensoriels regcus au niveau des photorécepteurs de la rétine, qui
convertissent I'énergie lumineuse en un signal neuronal, vont ensuite passer par les cellules
bipolaires. lls sont transférés aux cellules ganglionnaires qui vont permettre leur intégration au
niveau de la partie dorsale du Corps Genouillé Latéral (CGL) du thalamus. Il est intéressant
de noter la structure inversée de la rétine (Fig 15), la lumiére devant traverser la rétine avant
de pouvoir atteindre les photorécepteurs, sensibles a la lumiére. Les neurones du CGL vont

ensuite faire synapse au niveau de la couche IV du cortex visuel primaire (V1).
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Figure 15- Structure inversée de la rétine : La lumiére va traverser les différentes couches cellulaires

constituant la rétine afin d'étre captée par les photorécepteurs. (Adapté de Principles of neural science,
fifth edition, Kandel).
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Les cellules ganglionnaires de la rétine, recoivent des entrées de nombreux
photorécepteurs (cOnes et batonnets), généralement regroupées de fagon précise en
« patch » que I'on appelle champs récepteurs des cellules ganglionnaires. En effet, les cellules
ganglionnaires peuvent étre classées en deux groupes : les cellules a centre ON et les cellules
a centre OFF (Fig 16) : les cellules a centre ON déchargent quand leur champ récepteur est
illuminé, tandis que les cellules a centre OFF sont inhibées par l'illumination de leur champ
récepteur mais activées quand sa périphérie est illuminée (Kuffler, 1953). Ces champs
récepteurs se recouvrent, et couvrent la surface entiére de la rétine. Plusieurs cellules a centre
ON et a centre OFF convergent vers la méme cellule du CGL, les cellules du CGL a leur tour
convergent vers la méme cellule dans V1. Cette organisation est appelée organisation
rétinotopique. On retrouve donc, a la fois dans le CGL et le V1, des cellules a champs
récepteurs faconnées par des entrées excitatrices et inhibitrices. Le haut degré de
convergence du systéme visuel permet aux cellules corticales de s’ajuster a la spécificité d’'un
stimulus : les cellules dites « simples » détectent les bords d’angles spécifiques alors que les
cellules dites « complexes » détectent les bords avec une notion de direction et mouvement
(Hubel and Wiesel, 1959).
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Figure 16- Champ récepteur de deux cellules ganglionnaires. Les champs sont des aires circulaires
entourés d’'un anneau périphérique aux propriétés différentes. La cellule a centre ON (a gauche). La cellule
a centre OFF (a droite). Quand le point de lumiéere est focalisé dans la région centrale (champ récepteur) la
décharge de la cellule augmente. Quand le point lumineux est focalisé sur la périphérie, la décharge est
réduite. Quand l'illumination est diffuse, la décharge est réguliére.

Chaque hémisphére du V1 va recevoir des informations provenant du champ visuel
controlatéral. La plupart des cellules de la rétine projettent vers la partie dorsale controlatérale

du CGL aprés avoir croisé la ligne médiale a travers la ligne médiale du chiasma optique.
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3.2.2 La dominance oculaire

Les travaux d’Hubel et Wiesel, qui leur ont valu le prix Nobel en 1981, ont démontré dans
le cortex visuel que I'expérience peut moduler les connexions neuronales. Le systéme visuel
permet en effet un contrdle expérimental des conditions permettant d’étudier les relations entre
I'expérience et le circuit neuronal. Ce n’est pas le cas d’autres systémes, tels que le systéme
somatosensoriel ou il est difficile d’exclure un contact entre I'animal et les stimulations

somesthésiques de son environnement extérieur.

De plus, la conformation des voies visuelles et notamment I'existence de colonnes de
dominance oculaire dans la couche |V, due a l'arrivée des afférences du thalamus, facilite les
études réalisées dans ce systéme. La dominance oculaire est un phénoméne résultant du fait
que les neurones situés au sein d'une méme colonne vont répondre exclusivement a une
stimulation venant soit de I'ceil gauche soit de I'ceil droit. Au contraire, les neurones situés dans
les couches supérieures (couches Il et Ill) ou inférieures (couches V et V) a la couche IV

intégrent les informations provenant des deux yeux.

Afin de mesurer la distribution de la dominance oculaire, des enregistrements unitaires
du cortex visuel primaire sont généralement réalisés (Drager, 1975) et permettent de calculer
le score de dominance oculaire (OD score) (Fig 17, A). Plus récemment, des méthodes
d’imagerie optique des signaux intrinseéques de l'activité corticale permettent de mesurer les
réponses visuelles aux stimulations des deux yeux en donnant une estimation quantitative des
réponses corticales (Cang et al., 2005). Les neurones corticaux du V1, y sont classés en 7
groupes de dominance oculaire suivant leur degré de réponse a un stimulus de I'ceil ipsilatéral
ou contralétéral. Les cellules classées dans le groupe 1, ne sont activées que par une
stimulation de I'ceil contralatéral tandis que les cellules classées dans le groupe 7 ne sont
activées que par une stimulation de I'ceil ipsilatéral. Le groupe 4, regroupe quant a lui, les
neurones dits binoculaires (qui répondent de la méme fagon aux stimulations de 'un ou de

lautre ceil).

C’est grace a l'existence de cette distribution de dominance oculaire, que Hubel et
Wiesel ont mis au point un modéle montrant l'importance de la période critique sur
I'établissement de la distribution de la dominance oculaire dans le V1. La suture d’'une courte
durée (en général 3 jours chez la souris) d’'une paupiére, et donc I'occlusion d’un ceil chez
'animal jeune, que I'on caractérise de privation monoculaire (Monocular Deprivation ou MD
en anglais) provoque un décalage de la dominance oculaire et I'animal jeune va développer
une amblyopie (différence d’acuité visuelle entre les deux yeux qui n’est pas due a une lésion
ou un traumatisme) qui n’est pas retrouvé chez I'animal adulte. Des études réalisées chez le

chat ont démontré que cette suture d’un ceil, pendant la période critique de plasticité va induire
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une réorganisation de la réponse des neurones corticaux en faveur de I'ceil resté ouvert. Les
cellules normalement activeées par I'ceil maintenant suturé vont répondre aux entrées
sensorielles venant de I'ceil non suturé (Wiesel and Hubel, 1963) (Fig 17 B et C). Depuis ce
modéle de privation monoculaire est devenu un systéme classique pour étudier les périodes
critiques de plasticité (Daw et al., 1992; Hensch and Fagiolini, 2000; Hensch, 2005). La
privation binoculaire (suture des deux paupiéres) réalisée chez la souris pendant la période
critique ne diminue quant a elle pas les réponses corticales (Gordon and Stryker, 1996). Cette
plasticité dépend donc bien de la compétition entre les deux yeux. Ce mécanisme est observé
chez I'animal jeune, toujours durant la période critique et est limité chez I'adulte (Hubel and
Wiesel, 1970; Olson and Freeman, 1980).

(A) Adulte normal (B) Privation monoculaire (c) Privation monoculaire
chez le chaton chez I'adulte
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Figure 17- Score de dominance oculaire et effet de la privation monoculaire chez le chat. (A)
Distribution de la dominance oculaire chez un chat adulte normal. (B) Aprés la suture bréve d’'une
paupiére, chez le chaton, on observe un décalage de la dominance oculaire en faveur de I'ceil non
suturé (ipsilatéral). (C) Aprées suture longue d’'une paupiére, chez le chat adulte, on observe une
absence d’effet sur la dominance oculaire. (D’aprés Neurosciences, 5éme édition, Purves et al.).

L'effet de la MD est supporté par des remodelages au niveau des circuits corticaux
(Trachtenberg and Stryker, 2001). Des changements structuraux rapides ont par exemple été

observés au niveau des épines dendritiques (Oray et al., 2004).
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Les travaux portant sur le systéme visuel et les méthodes utilisées, telles que la suture
d’'un ceil, ont permis de mieux comprendre et étudier la plasticité corticale. Néanmoins, les
mécanismes impliqués restent encore ambigus. Je vais aborder par la suite, comment I'activité
des neurones corticaux, et en particulier I'inhibition GABAergique jouent un réle dans la mise

en place de cette plasticité.

3.3 Lien entre période critique et inhibition

La balance excitation/ inhibition est importante pour la plasticité et le développement
normal du cerveau. Plusieurs études réalisées dans le cortex visuel ont montré que I'inhibition
GABAergique joue un réle dans le déroulement de la période critique pour la plasticité de la
dominance oculaire (Hensch, 2005). En contrdlant la transmission inhibitrice, il est possible
d’altérer la mise en place et la maturation de la période critique. Les souris déficientes en
enzyme de synthése du GABA, GAD65 (Acide Glutamique Décarboxylase) n’ont pas de
période critique de la dominance oculaire (Hensch et al., 1998) ou ni de perte de leurs épines
dendritiques (Mataga et al., 2004) a la suite d’une privation monoculaire. Il est possible de
rétablir ces phénotypes (période critique et perte des épines dendritiques) en renforcant la
transmission GABAergique a I'aide de benzodiazépines (agonistes des récepteurs GABA,).
De méme, chez le rat, la réduction de la transmission GABAergique en utilisant un inhibiteur
de la synthése de la GAD réactive la plasticité de dominance oculaire en réponse a une
privation monoculaire (Harauzov et al., 2010). Comme dit précédemment, une expérience
sensorielle est nécessaire pour lancer le début des périodes critiques. Les expériences de
mise dans le noir a la naissance (Dark rearing experiment) retardent la mise en place de la
période critique mais aussi la maturation de l'inhibition corticale (Fagiolini et al., 1994; lwai et
al., 2003; Katagiri et al., 2007). A l'inverse, les benzodiazépines entrainent une mise en place
prématurée des périodes de plasticité chez les souris juvéniles juste aprés I'ouverture des
yeux (environs P13) (Hensch and Fagiolini, 2000b). La mise en place de la période critique
repose donc sur deux phénomenes : les stimuli sensoriels extérieurs et le développement du

réseau d’inhibition GABAergique.

Les cellules PV, qui maturent en paralléle de la période critique, sont considérées
comme les cellules GABAergiques permettant la régulation de cette plasticité post-natale
dépendante de I'expérience. L’utilisation des benzodiazépines pour stimuler la plasticité
semble suggérer que celle-ci passe par la signalisation des récepteurs GABAa. Ces récepteurs
sont retrouvés de fagon importante au niveau des synapses somatiques faites par les cellules
en panier a PV avec les cellules pyramidales. Contrairement aux autres types d’interneurones,
les cellules PV sont matures un peu plus tard lors de la période post-natale comme pour
anticiper la mise en place du début de la période critique (del Rio et al., 1994). De plus, une

surexpression du facteur neurotrophique issu du cerveau (ou Brain-Derived Neurotrophic
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Factor, BDNF) accélere a la fois le développement des cellules PV et la période critique
(Hanover et al., 1999; Huang et al., 1999).

Un autre point qui lie les cellules PV a la maturation de la période critique au niveau du
cortex visuel est le facteur de transcription OTX2 (Orthodendricle Homeobox 2). La protéine
OTX2 est synthétisée dans les plexus choroide (Spatazza et al., 2013), qui la sécréte dans le
fluide cérébrospinal. OTX2 va ensuite étre capté par les cellules PV et étre internalisé, de
maniére concomitante avec le développement des cellules PV, le début de la période critique
et 'accumulation d’'une matrice extracellulaire autour de ces cellules PV (Sugiyama et al.,
2009; Beurdeley et al., 2012). Il est intéressant de noter que la maturation des cellules PV
avec I'entrée d’'OTX2 dans ces cellules est accompli via un mécanisme qui n’est pas cellule-
autonome. En délivrant dans le cortex de souris de 'OTX2 avant la période critique, on voit
une accélération de la mise en place de celle-ci alors que le blocage d’'OTX2 en extracellulaire

va retarder le début de la période critique (Sugiyama et al., 2008) (Fig 18).
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Figure 18- Niveau d'OTX2 et importance de I'inhibition pour le déclenchement de la période
critique. La période critique est favorisée par 'augmentation de la transmission GABAergique. Cette
augmentation peut étre promue par une augmentation de BDNF dans les interneurones. Une premiére
augmentation d’OTX2 (Niveau 1) va ouvrir la période critique. Une deuxieme augmentation (Niveau 2)
va permettre la fermeture de la période critique. (Adapté de Prochiantz et Dinardo, 2015).

Il est clair que les cellules PV sont impliquées dans le contrdle de la période critique
mais les mécanismes utilisés pour cette régulation ne sont pas encore complétement mis en
évidence. Récemment, une étude a montré le réle des interneurones FS-PV dans la
réouverture d’'une période de plasticité des cartes corticales du systéme visuel chez la souris
adulte (Kuhiman et al., 2013). En effet, l'utilisation combinée d’outils chemogénétiques et de
la lignée de souris PV-Cre permet le contrble spécifique et temporel des cellules a PV. Une

inhibition transitoire d’une journée de I'activité des FS-PV suffit dans cette étude a étendre la
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période critique pour la dominance oculaire et a entrainer un décalage de la dominance
oculaire aprés la suture d’un ceil chez la souris adulte. Cet article a été le point de départ de
notre étude et nous reviendrons dessus dans la partie «Problématique et objectifs des travaux
de thése». L’article Kuhlman et al. (Kuhiman et al., 2013) indique que la MD résulte d’'une
réponse neuronale en deux temps avec dans un premier temps une diminution de la réponse
neuronale excitatrice a la suite de la MD qui va dans un second temps retourner a un niveau
normal. Ce retour a la normale semble étre di a une réduction rapide et transitoire de I'effet
inhibiteur des FS-PV, diminuant ainsi leur inhibition sur les cellules pyramidales. La question
pouvant-étre posée a ce niveau est : Cette observation est-elle due a l'inhibition des PV ou a
une désinhibition du réseau consécutive a l'inhibition des neurones PV ? Ce point est important

et j’'y reviendrai dans la suite de ce manuscrit.

Il a été montré que la plasticité liée a la MD pendant la période critique est accompagnée
de mécanismes de dépression synaptique a long terme (une réduction durable de I'efficacité
de la transmission synaptique, LTD) de type Hebbienne (Toyoizumi et al., 2014) (dépendant
de l'activité de la synapse, et de la corrélation entre les activités des éléments pré et post
synaptiques) a cause de sa dépendance aux entrées calciques via les récepteurs N-métyl-D-
aspartate (NMDA) agissant sur la calmoduline kinase Il (Taha et al., 2002). Ce mécanisme

permet I'affaiblissement de la réponse de I'ceil fermé de fagon rapide aprés 3 jours de MD.

Des changements au niveau structurel accompagnent le décalage de dominance
oculaire suivant une privation monoculaire. Par exemple, aprés 3 jours de MD, un remodelage
de synapses thalamocorticales dans le V1 est observé (Coleman et al., 2010). Au niveau des
dendrites, une augmentation de la mobilité des épines des cellules pyramidales de la couche
V a été décrite (Majewska and Sur, 2003).

Enfin, une théorie permettant d’expliquer le rdle de I'inhibition sur l'initiation de la période
critique dans V1 a été émise. L’inhibition permettrait de supprimer préférentiellement les
réponses aux activités spontanées au profit d’activité due aux entrées visuelles. Rendant ainsi
les signaux d’apprentissage plus sensibles aux sources externes (signaux visuels) qu’aux

sources internes (activités spontanées).

En conclusion, l'inhibition, et en particulier celle médiée par les interneurones FS-PV,
joue un role essentiel dans la mise en place et le déroulement de la période critique en
permettant son ouverture et sa fermeture. Dans la suite de ce chapitre, je vais présenter plus
précisément comment la plasticité chez I'adulte peut étre manipulée et quels mécanismes

interviennent dans les réouvertures de cette plasticité.
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3.4 Plasticité chez I'adulte

La plasticité dans le cortex, n'est cependant pas seulement restreinte aux périodes
critiques et donc a une période développementale. Le cerveau adulte présente aussi de la
plasticité méme si celle-ci est différente de celle rencontrée lors des périodes critiques. Dans
le systeme visuel de la souris adulte, différentes études ont démontré I'existence de formes
de plasticité. Les mécanismes d’ajustement d’orientation notamment sont connus pour ne pas
dépendre d’'une expérience visuelle au préalable (Wiesel and Hubel, 1963) bien qu’une
expérience a la période juvénile puisse modifier la préférence d'orientation de certains
neurones (Stryker et al., 1978). Chez le chat adulte, des expériences réalisées avant et aprés
adaptation de changement d’orientation de stimuli visuel montrent que les neurones du V1
effectuent un décalage dans leur préférence d’orientation démontrant I'existence, chez

'adulte, d’'une plasticité a la suite d’'une adaptation (Dragoi et al., 2000).

La plasticité de dominance oculaire, décrite précédemment existe aussi sous une certaine
forme chez I'adulte. Il a, en effet, été montré que la privation monoculaire réalisée chez la
souris adulte (P60-P90) entrainait un décalage de dominance oculaire. Néanmoins le temps
de privation nécessaire pour induire ce décalage doit é&tre augmenté par rapport aux mémes
expériences réalisées chez la souris juvénile, passant de 3 a 5 jours de privation sensorielle
(Sawtell et al., 2003). Une privation de 3 jours n’étant pas suffisante pour entrainer de la
plasticité chez I'adulte (Gordon and Stryker, 1996; Sawtell et al., 2003). Ces résultats ont
également été démontrés chez le rat (Hofer Sonja B et al., 2006). De plus, 'amplitude du
décalage, mesuré sous la forme de score de dominance oculaire, en réponse a une MD est
plus petite chez I'adulte que celle observée chez la souris durant la période critique (Pham et
al., 2004; Sato and Stryker, 2008). Il est aussi important de noter que le cerveau adulte est
plus sensible a ces expériences induisant de la plasticité s’il y a déja été confronté auparavant
(Hofer et al., 2006, 2009). Enfin, une privation sensorielle visuelle (telle que la mise dans le
noir de l'animal) précédée d’une suture d'un ceil réactive le décalage rapide dominance

oculaire comme observée chez la souris jeune (He, 2006).

En addition a ces différences de synchronisation et d’effet, les mécanismes de
plasticité en réponse a une MD ne sont pas similaires chez la souris adulte en comparaison a
la souris juvénile. La réponse physiologique a la suture d’un ceil chez la souris jeune s’effectue
en deux étapes, avec tout d’abord une perte rapide des réponses neuronales dépendante de
I'ceil suturé suivie d’'une augmentation de la force de réponse en faveur de I'ceil ouvert (Bear,
2004; Sato and Stryker, 2008). Chez I'adulte, la dominance oculaire subit une réorganisation
qui est réversible et qui se reflete par une augmentation de la réponse de I'ceil ouvert, la perte
rapide des réponses neuronales dépendante de I'ceil suturé n’est quant a elle pas observée
(Sawtell et al., 2003; Pham et al., 2004; Sato and Stryker, 2008).
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Au niveau structural, chez I'adulte, il a été reporté que la MD n’induit pas de changement
du nombre de protrusions dendritiques dans les couches Il/lll (Mataga et al., 2004) et entraine
une trés légere diminution de la mobilité des épines dendritiques dans la couche V (Oray et
al., 2004) contrairement aux effets structuraux observés durant la période critique (Zuo et al.,
2005).

Bien que cette plasticité adulte existe, elle reste limitée et restreinte. En effet, la maturation
du réseau cortical, va entrainer I'apparition de « freins moléculaires » qui vont freiner la
plasticité corticale (Bavelier et al., 2010). Ces molécules peuvent agir structurellement, comme
la matrice extracellulaire ou la myéline mais aussi fonctionnellement comme certains facteurs
de transcriptions tel que le BDNF ou récepteurs. Elles vont soit empécher de fagon physique
l'interaction entre les neurones ou agir en régulant les mécanismes de neurotransmission. De
nombreuses études ont montré que manipuler ces molécules permet d’agir sur le
développement temporel des périodes critiques soit en les décalant soit en entrainant une
réouverture de période de plasticité chez I'adulte (Nabel and Morishita, 2013; Takesian and
Hensch, 2013) (Fig 19).
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Figure 19- Période critique du cortex visuel. Plusieurs molécules endogénes, les "freins
moléculaires" (en rouge) vont aider a la fermeture de la période critique. Une manipulation de ces
molécules agit sur le développement de la période critique. (Adapté de Nabel et Morishita, 2013).

Tout d’abord, comme dit dans la partie précédente (cf 3.3 Lien entre période critique et
inhibition) interférer avec le systéme GABAergique entraine une augmentation de la plasticité
chez l'adulte. Une augmentation de la plasticité de dominance oculaire est induite aprés
infusion de picrotoxine (PTX, antagoniste des récepteurs GABAA) ou d’inhibiteur de la
synthése du GABA (Harauzov et al., 2010). La combinaison des transmissions cholinergiques
et noradrénergique est aussi nécessaire pour la plasticité de dominance oculaire aprés MD
(Bear and Singer, 1986). Le Knock-out (KO) de la protéine endogéne Lynx 1, qui entraine la
réduction de la transmission cholinergique chez I'adulte, permet une potentialisation de la
plasticité de dominance oculaire chez I'adulte, et cette augmentation est abolit par I'utilisation
d’antagoniste des récepteurs nicotiniques de 'acétylcholine (hnAChR) (Morishita et al., 2010).
L’utilisation de l'antidépresseur fluoxetine (inhibiteur de la recapture de la sérotonine et

noradrénaline) augmente aussi la plasticité de dominance oculaire chez le rat (Vetencourt et
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al., 2008). La réduction de la neuromodulation entraine donc chez I'adulte une augmentation
de la plasticité de dominance oculaire aprés MD. Enfin, des modifications de facteurs
structuraux prévenant le remodelage des circuits vont agir sur la fermeture de la période
critique. La maturation de la myéline par exemple, va contribuer a diminuer la plasticité chez
'adulte. En effet la myélinisation du SNC augmente dans les différentes couches de V1 de
fagon concomitante a la fermeture des périodes critiques de plasticité (McGee et al., 2005).
Des souris adultes KO du récepteur Nogo (NgR) vont voir leur myélinisation altérée et avoir
une plasticité liée a la dominance oculaire intensifiée (Atwal et al., 2008; McGee et al., 2005;
Syken et al., 2006). Un autre frein moléculaire structural est particuliérement intéressant pour
la compréhension de la plasticité du V1. Les matrices extracellulaires et plus précisément le
réseau périneuronal (Perineuronal Net ou PNN) ont montré un lien avec la fermeture de la
période critique. Dégrader le PNN chez I'adulte, rouvre la période critique (Pizzorusso et al.,
2002). Néanmoins les mécanismes moléculaires de ces observations sont encore peu
détaillés. Mieux comprendre le réle du PNN et comment il intervient dans les mécanismes de
plasticité dépendante de I'expérience semblent étre inévitable pour mieux comprendre les

circuits corticaux.

/ En résumé, des périodes post-natales de plasticité dépendantes de I’expérien}

ont été décrites dans différentes parties du cortex. Ces périodes sont communément

appelées périodes critiques.

Dans le cortex visuel, des expériences de privation monoculaire (MD) ont permis
d’étudier la plasticité avant, pendant et aprés ces périodes critiques. Des MD de courtes
périodes réalisées pendant la période critique chez le rongeur résulte d’'un décalage de
la dominance oculaire qui n’est pas retrouvé de la méme facon I'adulte. La plasticité de
dominance oculaire existe chez I'adulte mais différente de celle trouvée pendant la
période critique et nécessite une MD plus longue en résultant un décalage de la réponse

neuronale moins important.

Enfin, un point intéressant est le lien entre linhibition GABAergique et la

plasticité. Altérer I'inhibition corticale permet de rouvrir des périodes de forte plasticité

Qez 'adulte. /
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4. Le réseau peérineuronal: Une matrice extracellulaire spécialisée
En 1898, Camillo Golgi, éminent pathologiste italien, publie un article sur la structure des
cellules nerveuses. Il y évoque alors la présence d’'une structure entourant le soma des
neurones ainsi que la partie proximale de leurs dendrites. La méme année, un autre chercheur
italien, Arturo Donaggio, observe aussi cette structure, communément appelée réseau péri
neuronal («Perineuronal Net» ou «PNN» en anglais), et remarque des ouvertures dans

lesquelles les axones des neurones voisins venaient faire des synapses (Fig 20).

Figure 20- Différentes représentations du réseau périneuronal au cours du dernier siécle. (De
Celio et al.1998)

A la suite de cette découverte, le PNN a été peu étudié par la communauté scientifique.
En particulier aprés que Santiago Ramon y Cajal, rival de Golgi, I'ai caractérisé d’artefact
histologique. Ce n’est que dans les années 1970, grace a 'amélioration des techniques des
marquages histologiques et le développement de 'immunohistochimie, que les chercheurs
(Celio et al., 1998), ont confirmé l'existence du PNN autour de certains neurones dans le
systéme nerveux central et périphérique de plusieurs vertébrés, incluant ’'Homme. Etant
donné ses liens avec la plasticité cérébrale, le PNN attire de plus en plus I'attention de la

communauté scientifique, qui cherche a mieux en comprendre le réle.

Le PNN immature a plusieurs fonctions, incluant I'ancrage du cytosquelette a son

environnement, la capture de facteurs trophiques et un contréle de la synaptogénése. Avec la
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maturation du systéme nerveux, la complexité du PNN augmente, se développant finement
autour de certains neurones (Faissner et al., 2010) et créant ainsi une barriére physique a la
formation de nouveau contacts synaptiques. Plusieurs études ont montré un lien entre la
maturation du PNN et la plasticité, notamment la concomitance de 'accumulation du PNN
autour des cellules FS-PV avec la fermeture de périodes critiques de plasticité. Dans le V1, la
fin de la période critique est aussi accompagnée par 'accumulation du facteur de transcription,
OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2) dans ces cellules FS-PV qui se voient entourés de PNN
durant cette période. Enfin le PNN mature semble limiter la mobilité des récepteurs au niveau

des membranes cellulaires (Frischknecht et al., 2009).

Le PNN est distribué dans différentes régions du cerveau et de la moelle épiniére
(Seeger et al., 1994). |l est a noter que des défauts de formation du PNN sont impliqués dans
différentes maladies telles que la schizophrénie, I'épilepsie ou la maladie d’Alzheimer (Sorg et
al., 2016).

4.1 Structure et composition

Le PNN est une matrice extracellulaire spécialisée avec une structure en forme de
maillage qui entoure le soma et les dendrites, et, dans certains cas, le segment initial de
'axone de neurones du systéme nerveux central. Dans le néocortex, le PNN enveloppe
majoritairement les interneurones FS-PV mais aussi un faible pourcentage de cellules

pyramidales.

Le PNN est composé de molécules de la matrice extracellulaire (MEC), sa structure
étant similaire a celle du cartilage (Fig 21). Ses principaux constituants sont les protéoglycanes
chondroitine sulfate (CSPGs), l'acide hyaluronique (HA), des protéines de liaison et la
ténascine R (Carulli et al., 2006; Kwok et al., 2011). Le PNN trouvé dans le cerveau et dans la
moelle épiniére ont la méme composition moléculaire. Dans I'espace extracellulaire, les
CSPGs (de la famille des lecticans: aggrecan, versican, neurocan et brevican) interagissent
via leur domaine N-terminal avec les chaines polymérisées d’acide hyaluronique a la surface
des cellules. Les protéines de liaisons (HAPLN1 et HAPLN2) stabilisent cette interaction.
Ensuite, la liaison du domaine C-terminal des CSPGs avec la ténascine R, une protéine

trimérique, permet la formation de la structure hautement organisée du PNN.
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Figure 21- Structure du réseau périneuronal. Le PNN est principalement composé de CSPGs de la
famille des lecticans (aggrecan, versican, brevican et neurocan), d’acide hyaluronique (HA), de
protéines de liaison et de ténascine-R (Tn-R). (De Kwok et al. 2011).

Le moyen de rattachement du PNN a la surface des cellules est controversé. Les
récepteurs a tyrosine phosphate (PTPRr, PTPRz1) semblent étre de bons candidats a
I'attache du PNN aux cellules, mais ce réle n’a pas pu étre démontré par immunohistochimie
(Kwok et al., 2011). En outre, il a été montré dans des cultures in vitro que 'enzyme permettant
la synthése de I'acide hyaluronique (HAS : Hyaluronan Acid Synthase) est trouvée a la surface
de la membrane des cellules et permet 'ancrage des chaines d’acide hyaluronique a la surface
neuronal ainsi que I'agrégation et maturation du PNN (Kwok et al., 2010). La digestion des
protéines de liaison, de I'acide hyaluronique ou des CSPGs entraine la perte compléte du

PNN, soulignant 'importance de chacun des constituants pour le maintien de sa structure.

Depuis les derniéres décennies, la composition moléculaire, la structure anatomique, le
développement et le réle du PNN au niveau de la plasticité ont été trés étudiés. Différentes
méthodes ont été développées pour visualiser le PNN, notamment l'utilisation de lectines
végétales telles que la Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) (Fig 22), la Vicia Villosa
Agglutinin (VVA) ou encore la Soy Bean Agglutinin (SBA) (Guerrero-Tarrago et al., 1999;
Seeger et al., 1994). Ces lectines lient sélectivement et avec une haute affinité la partie alpha
et/ou beta terminale des résidus N-acétogalactosamine des lecticans. Les protéoglycanes
étant des protéines glycoconjuguées sulfatées, ils peuvent aussi étre détectés via I'utilisation
de fer colloidal anionique ou cationique (Murakami et al., 1993). Enfin, des anticorps ciblant
certains constituants du PNN peuvent étre utilisés mais présentent certaines difficultés pour
I'étude de cette structure. En effet, I'anticorps CAT-315 permet la détection de 'aggrecan chez

la souris adulte mais dans les périodes post natales de développement il va également cibler
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une glycoforme du récepteur a protéine tyrosine phosphate beta (RPTPB), rendant cet

anticorps non spécifique pour la détection de I'aggrecan.

Figure 22- Marquage WFA du PNN d'une cellule FSPV du cortex visuel. (A) Echelle 25um. (B) 10um
(De Lensjo et al, 2017).

4.2 Mise en place du réseau périneuronal

La complexité de la structure du PNN crée un environnement stable autour des neurones
du systéme nerveux central adulte. Les constituants de la matrice extracellulaire, dont les
CSPGs, la ténascine R et I'acide hyaluronique sont synthétisés par les neurones et la glie.
L’expression de ces molécules est régulée de fagon dynamique durant le développement du
cerveau en condition physiologique, fagonnant a la fois les fonctions neuronales et gliales

suivant de multiples mécanismes moléculaires.

La composition de la matrice extracellulaire évolue au cours du développement (Fig 23).
Certains constituants du PNN tels que les CSPGs, 'acide hyaluronique et la ténascine sont
détectés dans le systéme nerveux avant méme le début de sa formation (Wang and Fawcett,
2012). Chez la souris, la forme post-natale de la matrice contient principalement du neurocan
et du versican 1 (Milev et al., 1998). Tandis que chez la souris adulte, ce sont d’autres
protéoglycans de la famille des lecticans, I'aggrecan, le versican 2 et le brevican que I'on
retrouve majoritairement (Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008). Il a été montré chez
le rat que 'augmentation dHAPLN1 (CTRL1) coincide avec le début de la mise en place du
PNN. De plus, le niveau d’expression de plusieurs des constituants du PNN atteint un pic
durant son développement et diminue chez le rat adulte, impliquant que des quantités plus
importantes de protéines sont nécessaires pour la formation du PNN comparé a son maintien
(Carulli et al., 2010). Enfin certains composants sont essentiels a la formation et a I'intégrité
du PNN, comme I'ont démontré la réalisation de KO chez la souris. Des KO de la ténascine
R, présentent un PNN désorganisé avec un marquage ponctuel et absent au niveau des
dendrites. Une perte de CSPGs est aussi observée. La ténascine R, synthétisée par la glie est

donc un élément essentiel au maintien structurel du réseau périneuronal (Weber et al., 1999).
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Un KO d’aggrecan réalisé chez la souris abolit, quant a lui, le marquage WFA ce qui indique

donc une perte du PNN (Giamanco et al., 2010).
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Hapln1 relation avec le PNN au cours du développement. Le
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L’'activité neuronale est importante pendant les périodes post natales pour un
développement physiologique et anatomique normal. La manipulation de ces activités durant
le développement modifie I'état du PNN. La dépolarisation des neurones par une élévation du
potassium extracellulaire favorise la formation du PNN (Grosche and Bruckner, 2001). De la
méme maniére, bloquer les potentiels d’action par ajout de tétrodotoxine (TTX) diminue la
formation du PNN dans des cultures dissociées de neurones (Dityatev et al., 2007) ainsi que
dans des tranches organotypiques de cortex visuel primaire de souris (Reimers et al., 2007).
L'influx de Ca?+ via les récepteurs AMPA et canaux de type L est nécessaire pour le
développement normal du PNN (Dityatev et al., 2007).

Le décours temporel de la formation du PNN corréle avec la fin des périodes critiques
de plasticité (Nowicka et al., 2009; Pizzorusso et al., 2002). Dans le cortex visuel primaire (V1),
la mise en place du PNN coincide avec I'ouverture des yeux vers P12. Le PNN est entiérement
mature dans ce cortex vers P42 (Ye and Miao, 2013) (Fig 24), en synchronie avec la fermeture
de la période critique de V1. De plus, des expériences de privation sensorielle, telles que
I'élevage a I'obscurité («Dark rearing experiment») a la naissance retarde I'apparition du PNN
(Ye and Miao, 2013), dans I'aire V1, alors qu’un environnement enrichi accélére sa maturation
(Slaker et al., 2015). De méme, des expériences de privation sensorielle avec retrait des
vibrisses chez la souris juvénile, entraine une diminution du marquage CAT 315 (anticorps anti
aggrecan) et donc une diminution d’aggrecan (McRae et al., 2007). Une autre expérience, ou

une unique vibrisse est laissée montre une augmentation de PNN et de PV au niveau des
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barils correspondant a cette vibrisse (Nowicka et al., 2009). Il y a donc un lien fort entre la mise

en place du PNN et les stimuli sensoriels.
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Figure 24- Développement du PNN dans V1. (A-E) Marquage fluorescent WFA (en rouge) des
cellules du cortex visuel de souris a différents ages postnatals : 10, 14, 28, 42 et 70. Barre d’échelle :
200um. (F) Changement développementaux de la densité (moyenne + SEM) des cellules marquées
a la WFA dans toute l'aire corticale V1.

La sulfatation des CSPGs est aussi nécessaire pour la formation du PNN.
L’augmentation des sulfatations en positions 4 et 6, aprés une expérience de stimuli visuels,

permet un développement correct de cette matrice (Song and Dityatev, 2018).

4.3 ROAle du réseau périneuronal dans la plasticité

De nombreuses fonctions de régulation sont attribuées au PNN. Il a été noté que les
macromolécules le constituant peuvent modifier la plasticité neuronale. En effet durant le
développement du systéme nerveux central les plasticités structurelles et synaptiques est
nécessaire pour la maturation des circuits neuronaux. C’est a ce niveau que le réle du PNN a
été mis en évidence in vivo dans le contexte de la plasticité de la dominance oculaire
(Pizzorusso et al., 2002). Plusieurs équipes ont en effet montré que la formation du PNN
coincide avec la fermeture des périodes critiques pendant le développement du cerveau. Plus
récemment, de nouveaux indices suggérent que le PNN est remodelé en fonction de 'activité.
Au niveau structurel, le PNN agit comme une barriére qui restreint la maturation des neurites
et le développement des synapses. Au niveau synaptique le PNN va restreindre la mobilité
des récepteurs (Frischknecht et al., 2009), donnant un support a la plasticité synaptique et a
la stabilisation des synapses. Empécher la mobilité des récepteurs AMPA conduit en effet a
une diminution de la plasticité a court terme chez des neurones primaires de rat, démontrant

plusieurs réles du PNN pour la formation de la mémoire. Certains composants du PNN ont
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aussi démontré leur role individuellement. Par exemple des souris déficientes en ténacine R
montrent une LTP (Long Term Potentiation) anormale, et une augmentation de la transmission
synaptique basale (Bukalo et al., 2001; Freitag et al., 2003; Saghatelyan et al., 2001). Les
souris manquant de I'enzyme de synthése CsGalNact1, permettant la synthése de I'aggrecan,
voient l'initiation de la plasticité de dominance oculaire altérée (Hou et al., 2017). Les souris

déficientes en brevican ont une LTP altérée dans le CA1 de I'hippocampe.

4.3.1 Induction de la plasticité des cartes corticales par dégradation du PNN

La maturation du PNN est concomitante avec la maturation des cellules FS-PV ainsi
gu'avec la fermeture des périodes critiques de plasticité. A la suite de ces constatations,

étudier le r6le du PNN en lien avec la plasticité des cartes corticales est devenu nécessaire.

Une méthode efficace pour étudier le réle du PNN a été d’utiliser 'enzyme bactérienne
chondroitinase ABC (ChABC), dégradant les chaines GAG des CSPGs, plus précisément la
chondroitine-6-sulfate et I'acide hyaluronique, sans altérer ni le coeur protéique de la MEC ni
montrer une perte des neurones ou une altération de leur structure (Brlckner et al., 1998) (Fig
25). Cette dégradation augmente la plasticité neuronale chez I'adulte : I'utilisation de la
chondroitinase restaure la plasticité du cortex visuel (Pizzorusso et al., 2002) et permet la
récupération de l'amblyopie aprés privation monoculaire chez l'adulte, ce qui n’est
normalement le cas que chez le jeune. On a donc une restauration de la dominance oculaire

dans ce cas (Pizzorusso et al., 2006).

Figure 25- Dégradation du PNN par la chondroitinase
dans le cortex V1 chez la souris adulte. En vert,
marquage WFA. En magenta, marquage PV. (A) Coupe
sagittale de cerveau de souris (350 ym) d'un animal
contréle ou du PBS a été injecté (zone entre traits pointillés)
dans le cortex visuel (Sham). (B) Idem que (A), mais les
souris ont été traité a la chondroitonase (ChABC). On y
B ChABC observe une perte du marquage WFA (D’aprés Faini et al.
2018).
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4.3.2 Molécules associees au PNN et plasticité neuronale

Le PNN est important dans la médiation des signaux moléculaires entre les neurones
et les astrocytes. Au sein de la communauté scientifique, la notion de synapses tétrapartites
(Fig 26) est dailleurs de plus en plus évoquée (Ferrer-Ferrer and Dityatev, 2018). Ces
derniéres comptent : les éléments neuronaux pre-synaptique et post-synaptique, la glie et la
matrice extracellulaire. Le PNN intervient donc dans la plasticité synaptique et la consolidation

des synapses.

Matrice
Extracellulairé

Elément
Pré-synaptique

Elément Post-synaptique

Figure 26- Représentation schématique de la synapse tétrapartite. On y retrouve les éléments pré-
et post-synaptiques, des prolongements astrocytaires les entourant et une condensation de matrice
extracellulaire qui s'interpose entre ces différents éléments. (Adapté de Chelini et al. 2018).

Un nombre non négligeable de ligands interagit avec les CSPGs, dont les
sémaphorines, particuliérement importantes. Notamment, la sémaphorine 3A, synthétisée a la
fois par les neurones et les astrocytes, permet par son action chémorépulsive la restriction de

la croissance axonale (Winter et al., 2016).

OTX2 est une homéoprotéine impliquée dans la réouverture des périodes critiques
dans le cortex visuel chez la souris atteinte d’amblyopie. En effet, I'infusion prématurée d’OTX2
accélére la période critique (Sugiyama et al., 2008). La sulfatation est importante pour
l'interaction entre les CSPGs et I’'homéoprotéine OTX2. OTX2, pendant la période critique, se
lie spécifiquement aux chondroitines sulfatées du PNN entourant les interneurones FS-PV
corticaux. Ces interneurones internalisent ensuite OTX2, permettant ainsi leur propre
maturation et, de fagon sous-jacente, la fermeture de la période critique. Il a été montré
gu’interférer dans la relation entre le PNN et OTX2 rouvre une plasticité corticale chez I'adulte
(Bernard and Prochiantz, 2016).

4.3.3 ROdle controversé du PNN dans la plasticité synaptique

L’efficacité de la transmission synaptique varie d’une fagon dépendante de I'activité :

c’est la plasticité synaptique. On peut la trouver sous différentes formes, une augmentation de
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la fréquence des potentiels d’action présynaptique conduisant a une augmentation temporaire
de la libération de neurotransmetteurs par exemple. On trouve aussi associés a cette plasticité
les mécanismes de potentialisation a court terme (Short term potentiation ou STP en anglais)
caractérisant une augmentation transitoire de l'efficacité synaptique. Dans plusieurs synapses
on ne trouve pas uniquement des événements de potentialisation synaptique a court terme,
mais des événements pouvant durer plusieurs heures, jours ou méme mois. On appelle ce
phénoméne plasticité synaptique a long terme qui augmentent I'efficacité synaptique dans le
cas des mécanismes de potentialisation (Long terme potentiation ou LTP en anglais) ou
diminuent cette efficacité (Long terme depression ou LTD en anglais) dans le cas de

mécanisme de dépression.

Bien que plusieurs études aient analysé l'effet de la digestion du PNN sur la plasticité
synaptique, celles-ci ne sont pas toujours en accord. Le role de la TnR et du brevican en faveur
de la LTP a été démontré grace a l'utilisation de modéles de souris déficientes pour ces
protéines (Bukalo et al., 2001; Brakebusch et al., 2002; pour revue Dityatev and Schachner,
2003). Certaines études ont cherché a montrer le role de la matrice extracellulaire sur
I'excitabilité neuronale, cependant les résultats ne semblent pas tous aller dans la méme
direction. Tout d’abord des résultats obtenus a l'aide d’incubation de cultures primaires
d’hippocampe de souris dans de la chondroitinase montrent une augmentation de I'excitabilité
des interneurones (Dityatev et al., 2007). L’application de chondroitinase sur des tranches
corticales de souris a quant a elle pour effet de diminuer la fréquence de décharge des
interneurones FS-PV (Balmer, 2016). De plus, la digestion du PNN altére aussi la transmission
synaptique en diminuant les transmissions inhibitrices sur les neurones excitateurs dans le
cortex visuel (Liu et al., 2013). Récemment, des études avec des injections locales de
chondroitinase in vivo ont été réalisées. Premiérement, une étude suggére que le retrait du
PNN restaure une plasticité corticale chez I'adulte avec une potentialisation de I'activité
gamma et réduction de l'activité inhibitrice (Lensjg et al., 2017). Contrairement aux résultats
trouvés in vitro sur tranche ou sur culture primaire de neurones, une étude réalisée in vivo
chez la souris dans le cortex visuel montre une absence d’altération de la transmission
synaptique inhibitrice unitaire et de I'excitabilité neuronale. Néanmoins la dégradation du PNN
dans cette étude induit une augmentation de la neurotransmission thalamique au niveau des
neurones de la couche IV du cortex visuel (Faini et al., 2018). Finalement, une derniére étude
in vivo sur le CA2 de l'hippocampe a démontré qu’aprés 7 jours d’'un traitement de
chondroitinase, une altération de l'excitabilité des interneurones FS-PV et des cellules
pyramidales est observée. Dans ce cas, I'excitabilité des interneurones FS-PV est augmentée
ainsi que les interactions inhibitrices entre FS-PV, une réduction d’entrées excitatrices sur ces

cellules sont aussi décrites (Hayani et al., 2018).
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En conclusion, le PNN tend a restreindre la plasticité. |l peut réduire cette plasticité de
trois fagcons résumées dans la figure 27: en formant une barriére physique contre la formation
de nouvelles synapses, en formant un filet captant les molécules inhibitrices de la croissance
axonale et en diminuant la mobilité latérale des récepteurs impliqués dans la plasticité

synaptique.

Dendrites

§ Has

Barriére physique entre les neurones % HA
et les axones

® Protéines de liaison
il CSPGs
® TnR

@ Facteurs inhibiteurs

' AMPA-R

Neurone entouré
de PNN Limite la mobilité des récepteurs a la synapse

Figure 27- Trois fagons possibles utilisées par le PNN pour restreindre la plasticité. (a) Formation
d'une barriére contre la formation de nouvelles synapses. (b) Formation d'un filet qui peut capter des
molécules inhibitrices de la formation de nouvelles synapses. (c) Restriction de la mobilité des
récepteurs. HAS : Hyaluronan Synthase; HA': acide hyaluronique; CSPGs: Protéoglycanes
chondroitines sulfatées ; Tn-R: Ténascine R; AMPA-R : Récepteur AMPA. (De Wang et Fawcett,
2012).

Ces différentes études soulignent le rdle important joué par le PNN au niveau de la
régulation synaptique ainsi qu’au niveau des microcircuits impliquant les interneurones a FS-
PV.

4.3.4 PNN et régulation de 'homéostasie ionique

La nature polyanionique du PNN en fait un élément important dans la régulation de
I'excitabilité neuronale. Il agit effectivement comme un tampon des cations extracellulaires et
de maintenir ainsi le pH extracellulaire. Au sein de la synapse tétrapartite, les astrocytes vont
capturer les ions K+ et les neurotransmetteurs de I'espace extracellulaire. Le PNN, quant a lui,
tamponne les cations se trouvant a proximité de la membrane des interneurones, facilitant

ainsi la décharge rapide et soutenue des PAs.

De plus, la composition hautement hydratée de certains composants du PNN est
nécessaire au maintien de I'espace extracellulaire, notamment des KO de I'enzyme de
synthése de I'acide hyaluronique (HAS) ont conduit a une réduction drastique de I'espace

extracellulaire et a des activités épileptiformes (Arranz et al., 2014).
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4.4 Protéases et dégradation de réseau périneuronal

La protéolyse au niveau des synapses a été reconnue comme jouant un réle important
pour la plasticité synaptique. Ceci inclut, la régulation de la structure des synapses et en
particulier la régulation de la matrice extracellulaire. Plusieurs protéases ont été mises en
évidence comme potentiellement régulatrices de la formation et de I'organisation du PNN.
Notamment les métalloprotéases de matrice (MMPs), les métalloprotéases de la famille
ADAMTS («A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs») et ADAM, des
sérines protéases telles que la neurotrypsine, ou encore une peptidase la néprilysine (Pour

revue voir Ferrer-Ferrer and Dityatev, 2018).

Les MMPs sont synthétisées et sécrétées par les neurones et la glie. Cette famille
compte 25 types de MMPs. La majorité est synthétisée et sécrétée sous la forme de
zymogenes, forme inactives, plus tard converties en enzyme actives (Sternlicht and Werb,
2007). Le roéle de MMP-9 a particulierement été étudié au cours des derniéres années (Ethell,
2011). Le lien entre un KO de MMP-9 chez la souris et l'altération de la LTP (Nagy, 2006)
montre I'importance de cette MMP dans la plasticité synaptique. Etonnamment, le Brevican
est clivé par les MMP-1, -2, -3, -7, -8, -10 et -13, mais pas par MMP-9 (Nakamura et al., 2000).
Dans des souris Frm1 KO (géne pour le retard mental lié au X fragile, un retard de
développement du PNN et des cellules a PV a été observé dans le cortex auditif. Dans ce cas
une réduction génétique de MMP-9 permet la restauration du PNN autour des cellules a PV
suggérant que les MMP-9 participent a la régulation du PNN au cours du développement post
natal (Wen et al., 2017).

Les ADAMTS sont également synthétisées sous la forme de pré-pro-enzymes. Parmi
les ADAMTS exprimées dans le cerveau, ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9 et -15 ont la faculté de
dégrader les lecticans (Stanton et al., 2011). Cependant les lecticans ne sont pas leurs seuls
substrats puisqu’ils peuvent aussi dégrader le phosphacan (Tauchi et al., 2012). Les ADAMTS
sont produits par les neurones, la glie et la microglie (Lemarchant et al., 2013). Certaines
ADAMTS semblent étre spécifiquement produites par les FS-PV, c’est le cas ’ADAMTS-8 et
-15 (Rossier et al., 2015). Au cours de leur développement les FS-PV expriment
différentiellement certaines de ces ADAMTS. ADAMTSL-5 et TS-8 semblent étre exprimées
avant P15 tandis quADAMTS-20 et -5 semblent s’exprimer a partir de P20. Dans le méme
temps les différents protéoglycans (essentiellement I'aggrecan, le neurocan et le brevican)
sont synthétisés dans les FS-PV au cours du développement (Okaty et al., 2009). Ces
expressions différentielles lors du développement des protéoglycans et de leurs enzymes de

dégradation laissent supposer que la plasticité n’est pas régulée identiquement selon I'age.
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ADAMTS-4, aussi appelée Aggrecanase-1, est capable de cliver 'aggrecan (d’ou son nom)
mais également le Brevican (Nakamura et al., 2000). Cet ADAMTS serait associée a une
réduction de la densité synaptique aprés clivage du Brevican. Enfin, en accord avec ces
résultats, il a été montré in vitro quADAMTS-4 permettrait I'élongation des neurites (Hamel et
al., 2008). La majorité des études sur les ADAMTS indiquent qu’elles sont surexprimées en
réponse a une lésion du systéme nerveux central ou de maladies, et qu’elles sont liées a

I'activation de mécanismes de plasticité.

(L )

e PNN est une matrice extracellulaire spécialisée qui entoure majoritairement les
interneurones FS-PV dans le cortex. Cette matrice est composée de CSPGs
principalement les lecticans et est marquée par une lectine la WFA. La mise en place de
cette structure est liée a la maturation des FS-PV et de la fermeture des périodes critiques
de plasticité. La dégradation du PNN chez I'adulte par I'utilisation de la chondroitinase
ABC dans le systeme visuel a pu démontrer le réle de celui-ci dans la limitation de la

plasticité de dominance oculaire.

\_ )
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PROBLEMATIQUE ET OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE
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Chez I'animal adulte, la dégradation du PNN par I'utilisation de la chondroitinase dans
le cortex visuel primaire permet la réouverture de la plasticité structurale, qui témoigne de la
réouverture d’'une période de forte plasticité des cartes corticales définie comme période
critique (Pizzorusso et al., 2002). Le PNN apparait donc comme un facteur limitant de la
plasticité au sein des microcircuits corticaux chez l'adulte. A ce jour, les mécanismes
cellulaires expliquant le role et la régulation du PNN vis a vis de la plasticité corticale chez

I’'adulte restent mal connus.

L’implication des interneurones FS-PV, qui concentrent une part prépondérante du
PNN néocortical, dans la plasticité dépendante de I'expérience est aussi un facteur crucial a
prendre en compte. La maturation des cellules GABAergiques du cortex semblent étre
essentielle a la fermeture de la période critique dans le cortex visuel primaire. Réduire la
transmission GABAergique chez I'adulte, dans le V1 permet la réactivation de la plasticité de
dominance oculaire. De facon intéressante, chez [I'adulte, linhibition spécifique des
interneurones FS-PV pendant une journée par activation d’outils chemogénétiques, les
DREADD (Design Receptor Exclusively Activated by a Design Drug), via un traitement avec
leur agoniste exogéne, la clozapine-N-Oxide (CNO), permet également la réouverture de la
plasticité des cartes corticales dans I'aire V1 (Kuhiman et al., 2013). Une diminution des
CSPGs est observée dans le V1 de souris ayant subi une MD aprés l'induction d’une réduction
de la transmission GABAergique de fagon concomitante a une réactivation de la plasticité
visuelle (Harauzov et al., 2010). Cependant la corrélation entre inhibition spécifique des FS-
PV et réduction du PNN n’a pas été démontrée. La mise en évidence de ce lien permettrait de
mieux comprendre comment le PNN est régulé et d’obtenir de nouvelles connaissances sur la

maturation des FS-PV au sein du cortex et sur leur réle dans la plasticité corticale.

L’objectif principal de ma thése est donc de démontrer que la modulation de
I'activité des interneurones FS-PV in vivo permet de réguler la densité de PNN chez
I’adulte. En prenant comme point de départ le protocole de réouverture de plasticité des cartes
corticales chez la souris adulte dans le V1 décrit dans I'article Kuhlman et al. (2013), j’ai utilisé

différents outils chemogénétiques afin de moduler 'activité des interneurones FS-PV.

De plus, les interneurones FS-PV étant fortement interconnectés avec les cellules
pyramidales environnantes (Méndez and Bacci, 2011), j’ai également exprimé ces outils dans
les cellules pyramidales pour moduler leur activité et donc les entrées excitatrices sur les
interneurones FS-PV. Les effets de l'inhibition ou I'excitation in vivo de ces types cellulaires

sur la densité du PNN ont été étudiés a I'age adulte (~P60, soit une fois le PNN pleinement
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mature) par immunohistochimie en regardant les changements de densité du PNN par

quantification de lintensité de fluorescence de la WFA (marqueur du PNN) (Fig 28).

Maturation du PNN

AAV-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry T
AAV-hSyn-DIO-hMSDq-mCherry'! Cortex V1

- Souris PV-Cre
- Souris Emx1-Cre

Traitement:

- PBS 1X (contréle)

- CNO (5mg/kg)

- PSEM ¢89 (30mg/kg)

Immunohistochimie:
- anti Parvalbumin (PV)
- anti RFP ou anti GFP
- WFA

L'utilisation du DREADD inhibiteur exprimé dans les FSPV peut avoir deux effets i) une
inhibition avec réduction de I'activité de la cellule FSPV ou il est exprimé ou ii) par désinhibition,
une sur-activation du compartiment somatodendritique de la cellule FSPV ou il est exprimé
(Fig 29).

hm4Di

&—;

1- Inhibition électrique des interneurones FS-PV?
2- Désinhibition du réseau?

Figure 29- Schéma des effets possibles du DREADD inhibiteur hM4Di exprimé dans une FS-PV
lors de son activation par le CNO

C’est pourquoi, j'ai réalisé en paralléle des enregistrements électrophysiologiques ex

vivo sur tranches corticales de souris pour étudier les effets du CNO sur les propriétés
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intrinséques des cellules FS-PV exprimant le DREADD inhibiteur et des cellules pyramidales
exprimant le DREADD excitateur. L’effet de I'activation du DREADD hM4Di dans les FS-PV a
ensuite été confirmé par des enregistrements des activités électroencéphalogramme (EEG)
réalisés in vivo.

Dans un second temps, jai voulu comprendre quels sont les acteurs cellulaires
impliqués dans la synthése et la dégradation du PNN, ce qui semble essentiel a la
caractérisation des effets possiblement observés sur le PNN avec mes protocoles de
modifications d’activité cellulaire. Afin d’établir une liste de génes liés au PNN pertinents a
étudier, une extraction de données a été effectuée avec I'aide du Pr Jean Rossier dans la base
du Allen Institute (Tasic et al., 2016). J'ai ensuite réalisé des RT-PCR sur cellule unique afin
de tester I'expression des génes pertinents dans trois types cellulaires décrits comme étant
impliqués dans la mise en place du PNN : les interneurones a FS-PV, les cellules pyramidales

et les astrocytes.
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Le matériel et méthode détaillé de mes travaux de thése est présenté dans le manuscrit de
l'article: Devienne et al. 2019 «Control of perineuronal net by the activity of cortical fast-spiking
interneurons ». Je présente dans cette partie une introduction sur les outils chemogénétiques
ainsi qu’une introduction du papier Devienne et al. (2018) (Devienne et al., 2018) inclus en

annexe.

1. Les outils chemogénétiques: Contrdle de I'activité d’'une population

cellulaire

Crick (1979) a été le premier a souligner I'importance d’obtenir des outils permettant de
contréler spécifiguement un neurone ou une population neuronale. C’est pourquoi une des
avancées majeures en neurosciences a été le développement de méthodes qui permettent
aux chercheurs de manipuler sélectivement des neurones chez des animaux vigiles. Deux
méthodes clés ont vu le jour: 'optogénétique et la chemogénétique. Ces deux approches
permettent la manipulation des réseaux neuronaux sous-tendant des comportements
complexes chez lanimal sain ou dans le cas dune pathologie. Les méthodes
chemogénétiques nécessitent I'expression de récepteurs ayant subi une ingénierie
moléculaire dans des régions spécifiques du cerveau. Les ligands synthétiques de ces
récepteurs sont supposés étre inertes exceptés pour la liaison et I'action spécifique a ces
récepteurs. La liaison de ces agonistes a leur cible initie des changements dans une cascade
de signalisation intracellulaire ou une ouverture de pores de canaux ioniques, permettant ainsi
de controler I'activation ou I'inhibition de l'activité neuronale, en fonction de la voie de
signalisation ou du canal ionique impliqué. De méme, I'optogénétique permet la modulation de
l'activité neuronale via I'expression de canaux ioniques photosensibles. Cependant,
I'activation ou I'inhibition de I'activité neuronale est initiée par une fibre optique implantée dans
la région d’intérét plutét que par un ligand. Au cours de ma thése, j’ai utilisé la chemogénétique
pour moduler de fagon aigue lactivité de certaines populations neuronales. Ces outils

chemogénétiques sont en effet moins invasifs que I'optogénétique.

Tout d’abord, I'implantation d’'une fibre optique est une technique invasive contrairement a
I'apport d’'un ligand qui peut se faire via des méthodes trés peu invasives telles qu’une infusion
locale, une injection intrapéritonéale ou l'ingestion via I'eau de boisson (Sternson and Roth,
2014). De plus, I'utilisation d’'une fibre optique peut endommager le tissu par un dégagement
de chaleur ou lors de sa mise en place. Une autre difficulté rencontrée avec les outils
optogénétiques est l'acces a certaines parties du cerveau, qui peuvent étre parfois trop
profondes et rencontrer des problémes de dispersion et d’atténuation de la lumiére dans les

tissus. Il peut alors devenir difficile d’avoir une bonne résolution spatiale méme si certaines
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équipes développent des outils permettant d’avoir un meilleur contréle in vivo (Cuttoli et al.,
2018; Kramer et al.,, 2013; Pégard et al., 2017). Enfin, le contrdle temporel des outils
chemogénétiques et optogénétiques est différent. Une limitation majeure de l'utilisation de la
chemogénétique est que son effet sur la modulation neuronale est de 'ordre de la minute,

alors que l'optogénétique permet un controle a I'échelle de la milliseconde.

Comme dit précédemment, les outils chemogénétiques sont des récepteurs
génétiquement modifiés couplés a une voie de second messager intracellulaire ou a un canal
ionique. Parmi ces récepteurs, les plus connus et utilisés sont les DREADDs (Designer Drug
Exclusively activated by a Designer Drug) (Armbruster et al., 2007; Armbruster and Roth,
2005) Ce sont des récepteurs muscariniques ou k-opioides mutés pour ne plus étre sensible
a leur agonistes endogénes (acétylcholine, opioides) mais a un ligand exogéne. Ce sont des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs). Ces GPCRs mutés, vont lier a la surface
extracellulaire leur agoniste et prendre avantage du systéme de signalisation Gq, Gs ou Gi
intracellulaire pour activer la production de seconds messagers et ainsi moduler I'activité
neuronale (Fig 30).

A. B.
(.
L hM3Dq rM3Ds
Récepteur muscarinique . f
9L
l Mutation
~
‘ DREADDs
i (hM4Di, hM3Dq, rM3Ds)
Y .
| cno
R
RS KCNQ| o pKG KA
/ l \ Dépolarisation Hyperpolarisation
Gq Gi Gs (activation) (Inhibition)

Figure 30- Outils Chemogénétiques : les DREADDs. (A) Un récepteur muscarinique muté va pouvoir
lier le CNO et activer différentes signalisations suivant la protéine G auxquels il est lié (Gq pour hM3Dq,
Gi pour hM4Di et Gs pour rM3Ds). (B) Les différentes protéines G vont activer des cascades de seconds
messagers pour conduire a une dépolarisation et donc une activation neuronale (Gq et Gs) ou une
hyperpolarisation et donc une inhibition neuronale (Gi). (Adapté de Michaelides M., Hurd Y., 2015).

Le DREADD hM3Dq est utilisé pour augmenter I'activité neuronale (Alexander et al.
2009). hM3Dq est activé par la clozapine-N-oxide (CNO), molécule pharmacologiquement
inerte, qui est un métabolite d’'un médicament antipsychotique, la clozapine (Armbruster et al.,
2007). Le CNO passe facilement la barriere hématoencéphalique (Bender et al., 1994). Aprées
injection péritonéale, le CNO est retrouvé dans le cerveau pendant au moins 60 minutes et
ses effets in vivo sur I'activation de hM3Dq sont robustes et prolongés (Alexander et al., 2009).

Récemment, une étude a soulevé un point intéressant quant au fonctionnement du CNO sur
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les DREADDs. Les DREADDSs ne seraient pas exclusivement activés par le CNO mais par la
clozapine qui est rétrométabolisée (Gomez et al., 2017). Des contrdles, tels que des tests de
traitements CNO dans des animaux n’exprimant pas le virus sont donc importants a réaliser a
chaque utilisation du CNO et des DREADDs.

Le DREADD hMA4Di est utilisé pour inhiber I'activité neuronale via deux mécanismes:
(/) induction d’'une hyperpolarisation par des courants potassiques rectifiant activés par les
protéines G (les GIRKs: «G-protein activated Inwardly Rectifying K+ current») (Armbruster et
al., 2007), (i) inhibition de la libération présynaptique de neurotransmetteur (Stachniak et al.,
2014). Contrairement a 'optogénétique ou le neurone est inhibé via une forte hyperpolarisation
et en quelques millisecondes, hM4Di semble induire une hyperpolarisation modeste et une

inhibition de la libération axonale de neurotransmetteurs dans un temps de plusieurs minutes.

Une approche plus récente de manipulation chemogénétique de I'activité électrique
des neurones est basée sur des récepteurs ionotropiques chimériques qui ont été développés
en utilisant des techniques de génétique moléculaire et de chimie pour obtenir une interaction
sélective entre un récepteur-canal et une molécule agoniste exogéne. La stratégie employée
pour designer ces canaux est basée sur la capacité qu’a le domaine extracellulaire de liaison
au ligand du récepteur a7 nicotinique a I'acétylcholine («Pharmacologically Selective Actuator
Modules» ou PSAM) a se comporter comme un module indépendant qui peut étre implanté
sur le pore ionique d’'un autre membre de la grande famille des récepteurs canaux a boucle-
cystéine (Magnus et al. 2011). En fonction du pore ionique utilisé, la liaison de I'agoniste («
Pharmacologically Selective Effector Molecule » ou PSEM) peut conduire a une excitation ou

une inhibition neuronale (Fig. 34).
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Figure 31- Récepteurs canaux chimériques. (a) Schéma du design d'un récepteur canal chimérique
composé d'un module de liaison et d'un pore ionique. Le domaine de liaison muté (PSAM) va lier
sélectivement le PSEM (en rouge) mais pas l'acétylcholine endogene (en jaune). Le PSEM ne lie pas
le domaine de liaison non modifié. (b) Différentes combinaisons de canaux récepteurs avec différentes
propriétés de conductance ionique peuvent étre créé en mélangeant le PSAM a des pores ioniques
différents (Sternson et Roth, 2014).
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2. Technique de RT-PCR sur cellule unique: présentation de l'article
Devienne et al. 2018

Voir en Annexe l'article : Devienne et al. 2018 (Devienne et al., 2018a)

Dans cet article, nous avons décrit le protocole de la technique de la RT-PCR
multiplexe sur cellule unique, qui permet aprés des enregistrements en configuration patch-
clamp de détecter la présence ou I'absence de plusieurs dizaines de génes d’intérét au sein
d’'une cellule unique. Cette technique permet de détecter, parmi les génes choisis, lesquels
sont exprimés au sein de différents types cellulaire de fagon rapide et sélective. Différentes
étapes importantes pour la fiabilité de cette technique y sont décrites, ainsi que les précautions
nécessaires pour éviter des contaminations. Cet article est également accompagné d’une

vidéo descriptive qui peut étre visionnée sur le site de I'éditeur JOVE.

https://www.jove.com/video/57627/single-cell-multiplex-reverse-transcription-

polymerase-chain-reaction
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Résumé de l'article: «Regulation of Perineuronal Nets in the adult cortex by
the electrical activity of parvalbumin interneurons” by Devienne et al.

1. L’inhibition ciblée des interneurones a parvalbumine par le DREADD
inhibiteur hM4Di induit une régression du PNN dans le cortex visuel chez
la souris adulte

Nous avons tout d’abord examiné la transduction virale du DREADD inhibiteur hM4Di dans
les cellules PV 4 semaines aprés injection stéréotaxique dans un hémi-cortex visuel primaire
V1 de 'AAV portant hM4DI et la protéine fluorescente mCherry dans des souris PV Cre. La
spécificité d’expression a été vérifiee par immunohistochimie en utilisant des anticorps anti-
mCherry et anti-PV. Nous observons une excellente co-localisation des deux anticorps
confirmant I'efficacité de notre protocole d’injection et de la transduction des cellules PV par le
virus (Kuhiman et al., 2013). Notre analyse s’est ensuite portée sur le PNN, marqué par la
WFA, dans les couches IV et V du cortex ou il est le plus abondant (Faini et al., 2018; Ye and
Miao, 2014). Aprés différents tests, nous avons trouvé que deux jours d’inhibition,
correspondant a quatre injections intrapéritonéale de CNO espacées de 12 h, sont suffisants
pour induire une diminution importante (~60% de réduction) de l'intensité du marquage WFA
comparé a 'hémisphére controlatéral a I'injection. Cette diminution n’est pas retrouvée dans
des souris traitées suivant le méme protocole avec du PBS. L’activation du DREADD hM4di
dans les cellules PV induit donc une régression du PNN dans le cortex visuel chez la souris

adulte.

L'utilisation du DREADD hM4Di est connue pour induire une inhibition des cellules ou il est
exprimé via des effets somatodendritiques modérés, mais également via une diminution de la
libération de neurotransmetteurs par les terminaisons axonales (Alexander et al., 2009;
Armbruster et al., 2007; Stachniak et al., 2014). Dans notre cas, hM4Di peut donc avoir deux
effets opposés: (i) une réduction d’activité des PV, ou (ii) une excitation somatodendritique des
PV via une désinhibition des neurones excitateurs. Nous avons voulu vérifier I'effet inhibiteur
de hM4di sur les interneurones PV en caractérisant les effets aigus du CNO sur les propriétés

électrophysiologiques de ces neurones.

2. Le traitement CNO induit une inhibition modérée des interneurones PV
exprimant hM4Di

Nous avons ensuite étudié par patch clamp en tranches de cortex visuel de souris I'effet
d’une application en bain de CNO sur les cellules PV transduites. L’application de CNO induit
une hyperpolarisation ainsi qu’une diminution de la résistance d’entrée. Ces résultats sont

cohérents avec utilisation du DREADD hM4Di qui entraine I'activation de courants potassiques
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rectifiant via les protéines G (Armbruster et al., 2007). La rhéobase, représentant le courant
nécessaire a injecter pour déclencher I'émission de PA, est également augmentée. Ces
résultats indiquent que I'activation de hM4Di par le CNO entraine une diminution d’excitabilité

somatodendritique des neurones PV.

Nous avons ensuite étudié les effets aigus du CNO sur I'activité du réseau cortical grace
a des enregistrements EEG de souris éveillées exprimant hM4Di dans un hémi-cortex. Il est
important de noter que nous n’avons pas observé d’augmentation de l'amplitude des
oscillations ou de trace d’activité épileptiforme dans les enregistrements. En revanche, nos
résultats montrent une diminution de I'amplitude des oscillations dans les fréquences de
gamma élevées (de 55- a 95-Hz et de 100- a 150-Hz) ainsi que dans la bande de fréquence
theta (6- a 10-Hz). Ces résultats sont cohérents avec le role important joué par les
interneurones a parvalbumine dans la synchronisation du réseau cortical, notamment aux

fréquences gamma (Cardin et al., 2009; Sohal et al., 2009).

Ce corpus de résultats démontre que l'utilisation du DREADD hM4di induit une diminution
de lactivité des interneurones PV ou il est exprimé et semble exclure I'implication d’'une

désinhibition marquée du réseau cortical.

3. L’excitation ciblée des neurones glutamatergiques ou des interneurones
PV par le DREADD excitateur hM3Dq n’induit pas de régression du PNN
dans le cortex visuel de la souris adulte

Nous avons voulu confirmer que I'effet de régression du PNN observé n’était pas dd a une
désinhibition. Pour cela, le DREADD hM3Dq a été injecté dans des souris Emx1-Cre ou PV-
Cre. L'effet de l'application de CNO sur tranche de cortex de souris exprimant hM3Dq par
patch-clamp dans les cellules pyramidales a tout d’abord été vérifie. Comme décrit
(Armbruster et al., 2007), nous observons une augmentation de I'excitabilité des cellules
transduites qui se traduit par une dépolarisation du potentiel de membrane, une augmentation

de la résistance d’entrée et une diminution de la rhéobase.

J'ai ensuite testé I'effet de I'activation des cellules pyramidales d’'un hémicortex V1 in vivo
sur le PNN des couches VI et V des cellules exprimant la PV. Dans ce cas, le traitement CNO
et PBS n’induise pas d’effet sur l'intensité du marquage WFA. De fagon similaire, nous avons
testé I'effet de I'activation des interneurones PV d’un hémicortex V1 in vivo sur la densité de
leur PNN. Nos résultats indiquent qu’il n’y a pas d’effet des traitements CNO et PBS dans ces

souris.

Ces résultats démontrent qu'une excitation du réseau n’est pas un déclencheur de la

régression du PNN chez la souris adulte
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4. L’inhibition électrique des interneurones PV déclenche la régression du
PNN dans le cortex visuel chez la souris adulte

Le DREADD inhibiteur hM4Di est un récepteur muscarinique muté, et est couplé a une
protéine Gi. Les conséquences de l'activation de ce récepteur peuvent donc étre dues a
ses effets métabotropiques ou électrophysiologiques. Nous avons voulu exclure les effets
métabotropiques comme cause de la régression du PNN. Pour cela, nous avons utilisé un
autre outil chemogénétique, le PSAM GlyR (Magnus et al., 2011; Sternson and Roth, 2014)
pour inhiber les interneurones PV via un canal chlorure muté activé par son ligand exogéne
le PSEMB89S. Le protocole utilisé dans ces expériences est le méme que celui utilisé pour
l'inhibition des interneurones PV par hM4Di. Nos résultats montrent une réduction de
l'intensité de WFA dans les souris traitées par le PSEM89S comparées aux souris traitées
avec du PBS. Ces résultats confirment que la régression du PNN dans le cortex visuel

chez la souris adulte est liée a une inhibition de I'activité électrique des interneurones PV.

Les interneurones PV étant fortement interconnectés avec les neurones excitateurs
dans le cortex (Yoshimura and Callaway, 2005), une inhibition des cellules PV peut donc
étre réalisée en diminuant les entrées excitatrices qu’elles recoivent. Pour cela, nous avons
exprimé le DREADD inhibiteur hM4Di dans des souris Emx1-Cre afin de réaliser une
transduction des neurones glutamatergiques dans un hémi-cortex visuel. Nous observons
une réduction de la densité du PNN autour des cellules PV dans les souris traitées avec
du CNO comparées a des souris traitées avec du PBS. Une diminution des entrées
excitatrices sur les interneurones PV induit donc une régression du PNN dans le cortex

visuel chez la souris adulte.

L’ensemble de nos résultats suggéerent que la densité de PNN est régulée de fagon

dynamique chez 'adulte suivant le niveau d’activité des cellules PV.

5. Le PNN peut étre régulé de fagon cellule autonome par le niveau
d’activité de chaque interneurone PV

Lors de l'analyse de la densité du PNN dans les souris exprimant hM4Di dans les
cellules PV, nous avons remarqué que les cellules exprimant hM4Di ont trés peu de PNN
comparées aux cellules PV voisines n’exprimant pas hM4Di. Ce phénoméne semble

suggeérer que chaque cellule PV est capable de réguler son propre PNN.

Nous avons donc voulu vérifier que les interneurones PV sont équipés pour la synthése
et la dégradation de leur PNN. Nous avons réalisé des expériences de RT-PCR sur cellule
unique aprés patch-clamp (sc RT-PCR) afin de déterminer I'expression de genes d’intérét
dans trois types cellulaires (interneurones PV, cellules pyramidales et astrocytes. Une

caractérisation électrophysiologique et morphologique a été effectuée pour chaque cellule
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et a permis de confirmer leur classification. Le protocole de sc RT-PCR a été mis en place
afin de détecter I'expression des ARNs messagers codant pour des marqueurs de type
cellulaire, des lecticans, des protéines d’ancrage a la membrane et de réticulation du PNN
et des protéases. Nous avons observé que les interneurones PV expriment le machinerie
nécessaire a la synthése et a la dégradation du PNN. Les pyramides et astrocytes
montrent une occurrence beaucoup moins importante de I'expression des ARNm des
protéases, en particulier des protéases sécrétées ADAMTS. Nos résultats sont cohérents
avec ceux d’autres études (Okaty et al., 2009; Rossier et al., 2015; Tasic et al., 2016) et
confirment que les PV expriment des génes clés permettant le contrdle de 'accumulation

et de la dégradation de leur PNN.
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ABSTRACT (250 words)

Perineuronal nets (PNNs) accumulate around neocortical parvalbumin-expressing inhibitory
interneurons at the end of critical periods of high plasticity, and critically limit plasticity in the
adult cortex. .Alteration of inhibitory transmission can induce PNN regression and restore high
cortical plasticity, suggesting that the PNN is dynamically regulated in the adult. We used
targeted chemogenetic approaches to examine the physiological factors regulating PNN density
in the adult mouse visual cortex. We found that transient inhibition of parvalbumin interneurons
using a metabotropic chemogenetic tool, a paradigm known to reinstate cortical plasticity,
induced PNN regression. This effect was mimicked by inhibition of parvalbumin interneurons
using an ionotropic chemogenetic tool. Inhibition of parvalbumin interneurons acutely reduced
cortical electroencephalographic gamma oscillations, consistent with silencing of these
interneurons, but did not elicit unbalanced network excitation. Likewise, neither targeted
excitation of glutamatergic neurons nor of parvalbumin interneurons reduced the PNN, thus
ruling out network disinhibition as a cause of PNN regression. In contrast, inhibition of
glutamatergic neurons elicited a decrease of the PNN. We also observed that the PNN
surrounding chemogenetically inhibited parvalbumin interneurons was reduced compared to
the PNN of their untransduced neighbors, and confirmed that single parvalbumin interneurons
express multiple genes enabling control of their own PNN density. Our results indicate that
silencing of parvalbumin interneurons, directly or through reduced synaptic excitation, triggers
PNN regression in the adult cortex. They further suggest that individual parvalbumin neurons
act as sensors of local microcircuit activities to regulate their own PNN cell-autonomously, with
likely consequences on local circuit plasticity.
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INTRODUCTION (480 words)

During the post-natal development of the cerebral cortex, the closure of the highly plastic
period, called critical period, is concomitant with the accumulation of a specialized extracellular
matrix, the perineuronal net (PNN), around fast-spiking parvalbumin (PV) inhibitory
interneurons (Hensch 2005). The PNN is made of lecticans, it is reticulated and attached to the
membrane via hyaluronan and proteoglycan link proteins, tenascin R, and protein tyrosine
phosphatase receptors, and it can be degraded by various membrane bound or secreted proteases
(Deepa et al. 2006, Dityatev et al. 2010, Bozzelli et al. 2018, Ferrer-Ferrer and Dityatev 2018).
The PNN attracts in part the homeoprotein transcription factor OTX2 from cerebrospinal fluid
to accumulate within PV cells, which in turn enhances PNN accumulation (Sugiyama et al.
2008). Destroying the PNN by enzymatic digestion reinstates high circuit plasticity in the adult
(Pizzorusso et al. 2002). Reopening of juvenile plasticity in the adult is also obtained by
modulating the inhibitory tone or by antagonizing OTX2 import by FS-PV cells (Hensh et al.
1998, Fagiolini et al. 2004, Beurdeley et al. 2012). A decrease of the PNN accompanies the
reopening of high circuit plasticity, whatever the paradigm used (Harauzov et al. 2010, Sale et
al. 2010, Beurdeley et al. 2012). Conversely, PNN stability is linked to memory resilience, and
PNN deficits are thought to contribute to circuit dysfunctions in several CNS pathologies.

Alteration of GABAergic transmission can induce PNN regression and reinstate high cortical
plasticity, indicating that the PNN is dynamically regulated in the adult (Hensch 2005, Sale et
al. 2010). PV interneurons dominate cortical inhibition via strong interconnection with
excitatory pyramidal neurons, express multiple genes involved in PNN synthesis and
degradation, and their functional and transcriptional maturation parallels that of their PNN
(Angulo et al. 1999, Ascoli et al. 2008, Okaty et al. 2009, Rossier et al. 2015, Tasic et al. 2016).
This suggests that PV cells are key actors in the physiological regulation of the PNN. Likewise,
transient and targeted inhibition of FS-PV cells using chemogenetics in vivo is sufficient to
restore visual plasticity in the mouse cortex after closure of the critical period, but consequences
on the PNN have not been reported (Kuhlman et al. 2013). We hypothesize that this
chemogenetic paradigm induces PNN reduction, making the network permissive to circuit
plasticity.

In the present study, we combined targeted chemogenetic in vivo approaches with histochemical
analyses to test this hypothesis and examine the physiological factors that govern PNN
remodeling in the adult mouse visual cortex, independently of circuit plasticity. We also
assessed the electrophysiological effects of chemogenetic paradigms in brain slices and in vivo,
and probed expression of PNN-related genes in identified cell-types using single RT-PCR after
patch-clamp (scPCR) in visual cortical slices. We found that silencing of PV interneurons,
directly or through inhibition of excitatory neurons, induced PNN regression, and obtained
evidence for cell-autonomous regulation of its own PNN by each PV cell.
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MATERIALS AND METHODS

Animals, Viruses and Surgery

All experiments were carried out in accordance with the guidelines published in the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/062). Our animal Protocol has
been approved by the local ethics committee (Ce5/ 2012/062). Transgenic mice lines were from
Jackson laboratories: PV-Cre (# 008069, Pvalb™ croA®r Hinpenmeyer et al. 2005), Emx1-Cre
(# 005628, Emx1™!CKi Gorski et al. 2002), and GAD67-GFP (G42 line) with fluorescent
labeling of the PV-expressing subset of GABAergic neurons (# 007677, Tg(Gadl-
EGFP)G42Zjh, Chattopadhyaya et al. 2004). Genotyping was done by PCR with the following
primers:

- PV-Cre, wild-type forward CAGAGCAGGCATGGTGACTA, wild-type reverse
AGTACCAAGCAGGCAGGAGA, mutant forward, GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC,
mutant reverse GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT (wild-type: 500 bp, mutant: 100 bp).

- Emxl Cre, wild-type forward AAGGTGTGGTTCCAGAATCG, wild-type reverse
CTCTCCACCAGAAGGCTGAG, mutant forward GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC,
mutant reverse GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT (wild-type: 102 bp, mutant: 378 bp).

- G42 line, transgene forward ACACCCTGGTGAACCGCATCGAG, transgene reverse
GCGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGC (296 bp).

The pseudovirions AAV2/5-hSyn-DIO-hM4Di-mCherry (titer: 5.2x10'? gc/ml) and AAV2/5-
hSyn-DIO-hM3Dg-mCherry (7.8x10'? gc/ ml) were produced from Addgene plasmids #44362
and #44361 at the vector core facility of Nantes University (UMR 1089, France). AAV2/5-
hsyn-FLEX:rev-PSAMM4IEYISE_GIyR-IRES-GFP (3.6x10'%, diluted at 1x10'* gc/ml) was
generously provided by Dr. C.J. Magnus (Sternson Lab, Janelia Research Campus, USA,
Magnus et al. 2011).

For viral transduction, 25- to 28-day-old PV-Cre or Emx1-Cre mice were deeply anesthetized
using a mix of ketamine and xylazine (100 and 10 mg/kg body weight, respectively) delivered
intraperitoneally. A dose of lidocaine (5mg/kg) was administrated locally at the skin incision
site. Mice were restrained in a neonatal stereotaxic adaptor (David Kopf instrument, Phymep,
France) and the skull was exposed under aseptic conditions. A small burr hole was drilled in
the skull above the right visual cortex at coordinates AP=0.05 mm and ML=2 mm from lambda
to target the V1 area. Viral suspension (0.5 pl for hM3Dq and hM4Di, 1 pl for PSAM-GlyR)
was injected with a glass capillary (1 um tip size, Drummond, USA) at a depth of 500 um from
the pial surface and a speed of 100 nl/min. Ten minutes after the end of the injection, the
capillary was slowly pulled out and the skull skin was sutured. Animals were then housed in a
BL-2 animal facility for at least 4 weeks with free access to food and water.

Chemogenetic treatment and histological processing

Four weeks after viral injection, DREADD (hM4Di or hM3Dq) expressing mice were treated
with 4 intraperitoneal injections of the DREADD agonist Clozapine-N-oxide (CNO, Img/kg;
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from HelloBio, Bristol, UK) or of phosphate buffered saline (PBS: Na phosphate 10 mM, NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, pH 7.4, 100 ul) at 12 hours interval, and PSAM GlyR expressing mice
with 4 intraperitoneal injections of the PSAM agonist PSEM*°S (10 mg/kg, kind gift of Dr. C.J.
Magnus, Magnus et al. 2011) or PBS at 12 hours interval.

One day after the last intraperitoneal injection, mice were deeply anesthetized using a lethal
mix of ketamine and xylazine (200 and 20 mg/kg body weight, respectively) and perfused
transcardially with a PBS solution containing 4% paraformaldehyde. Brains were extracted and
incubated 2 h at 4°C in the same fixative. Brains were then kept in PBS at 4°C until processing.
Brains were then sectioned in 50 um coronal slices using a vibratome (VT1000S, Leica). Free-
floating sections were blocked for 1.5 h at room temperature in PBS/0.25% Triton X-100/ 0.2%
gelatin solution (PBS-GT) before being incubated overnight at 4°C with primary antibodies
against PV and against mCherry (DREADD) or GFP (PSAM-GIyR), diluted in PBS-GT. Slices
were then washed with PBS and incubated for 1.5 h at room temperature with relevant
secondary antibodies diluted in PBS-GT. Then, after washing in PBS, slices were incubated in
biotinylated Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA, 10 mg/ml, CliniSciences, France) for PNN
labeling. Finally, slices were washed and incubated with streptavidin-AMCA (1:1000, Vector
Laboratories). After extensive washing in PBS, slices were mounted on gelatin-coated slides in
Fluoromount-G (Southernbiotech, Birmingham, AL, USA). Antibodies were used at following
dilutions: mice IGgl anti-PV (1:1000, Sigma), rat anti-RFP (1:500, ChromoTek), chicken anti-
GFP (1:1000, Aves Labs), goat anti-mouse Alexafluor488 (1:500, Invitrogen), goat anti-mouse
Alexafluor555 (1:500, Invitrogen) goat anti-rat Alexafluor555 (1:500, Invitrogen), donkey anti-
chicken Alexafluor488 (1:400; Jackson Immunoresearch).

Fluorescence images were acquired using either wide-field or confocal microscopy. We used
an epifluorescence macro-apotome (Axiozoomer, Zeiss, Germany) equipped with filters DAPI,
GFP and CY3 to acquire images of entire sections and an epifluorescence microscope (DMR,
Leica, Germany) equipped with filters (A4, GFP and CY3) to analyze PNN density (see below).
Fluorescence images were also acquired with a laser scanning confocal microscope (SPS,
Leica) using 20x and 63x objectives, and 405, 488, and 561 nm lasers. Images were obtained
from z-stacks processed using Imagel.

PNN density analyses

PNN density was analyzed by quantifying WFA fluorescent staining intensity around PV
immunoreactive cells in the V1 area of both ipsilateral (virally transduced) and contralateral
(uninjected) visual cortices. Coronal sections were examined and images acquired with an
epifluorescence microscope (Leica, see above). Only brains showing extended viral
transduction in V1 were kept for further analysis of bilateral PNN density. In the case of targeted
transduction of PV interneurons, only mCherry-positive (i.e. expressing hM3Dq or hM4Di) or
GFP-positive (expressing PSAM-GlyR) were analyzed among ipsilateral PV immunoreactive
cells. The region analyzed in V1 was selected using a 20X objective based on the conspicuously
low WFA staining in the V2 area (Figure 1), as reported (Ueno et al. 2018), and according to
the delineation by Paxinos and Franklin (2004). Images were acquired using a 63X objective,
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starting from the V2/V1 border and progressing laterally into V1 (Figure 1). Acquisition was
performed in layers IV-V through contiguous acquisition fields. In each field, all PV+ (or
ipsilateral PV+/mCherry+ or PV+/GFP+) cells were selected for PNN density analysis. Images
used for PNN analysis were acquired with no adjustment of brightness and contrast, only
exposure time was adjusted. PNNs were delineated manually based on WFA staining intensity,
and ring-shaped regions of interest (ROIs) were determined using the XOR function of the FIJI
software (Imagel; U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; http://rsbweb.nih.
gov/ij/). The area and mean WFA fluorescence intensity were measured for each ROI. Mean
intensity values of each ROI were then normalized for exposure time. Then, for each animal,
the average fluorescence intensity of all contralateral ROIs (i.e. from uninjected hemicortex)
was used to normalize fluorescence intensity of each ipsi- and contralateral ROI. For each
animal, 3-4 bilateral sections were used for this analysis.

Results are given as mean + standard error of the mean (SEM). Data obtained in different mice
for a given condition were compared using a Kruskall-Wallis nonparametric test. Since no
significant difference were observed between mice for a given condition in this study, data were
pooled. Between-group comparisons were performed using Mann—Whitney nonparametric test
which does not assume equal standard deviations. A p value below 0.05 was considered
statistically significant.

Electrophysiological recordings of CNO/DREADD effects in cortical slices

Four to ten weeks after injection of AAV2/5 hM4Di-mCherry or AAV2/5 hM3Dg-mCherry,
mice were deeply anesthetized using a lethal mix of ketamine and xylazine (200 and 20 mg/kg
body weight, respectively), and perfused transcardially with ice-cold high sucrose artificial
cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): sucrose, 75; glucose, 25; NaCl, 126; KCl, 2.5;
NaHCOs, 26; NaH,PO4, 1.25; MgCls, 6.5; CaCl,, 0.2. Brains were quickly removed and 250
um-thick coronal slices of V1 visual cortex were cut in sucrose ACSF using a vibratome
(VT1000S; Leica). Composition of sucrose ACSF was (in mM): sucrose, 15; glucose, 10; NaCl,
126; KCl, 2.5; NaHCOs3, 26; NaH2PO4, 1.25; MgCly, 1; CaCly, 2; and kynurenic acid, 1. Slices
were transferred to a holding chamber filled with standard ACSF bubbled with 95% O» and
5%COz. The composition of standard ACSF was (in mM): sucrose, 15; glucose, 10; NaCl, 126;
KCl, 2.5; NaHCO3, 26; NaH2POy4, 1.25; MgCl,, 1; CaCly, 2. Slices were allowed to recover 30
minutes at 37°C and were then incubated at room temperature (20-25°C) until recording.

Individual slices were transferred to a recording chamber and continuously perfused at 2ml/min
with oxygenated standard ACSF at room temperature. Patch pipettes (3-5 MQ) were pulled
from borosilicate glass (Harvard Apparatus LTD, Kent, UK) on a micropipette puller (Model
PP-83, Narishige, Tokyo, Japan) and filled with an intracellular solution containing (in mM):
K-gluconate, 144; MgCl,, 3; HEPES, 10; EGTA, 0.5 and 2 mg/ml biocytine, pH= 7.2,
295mOsm. Whole-cell patch-clamp recordings were obtained from mCherry-positive layers
IV-V PV interneurons or layer V pyramidal cells selected under epifluorescence illumination
with a 535-nm LED (CoolLed) and an RFP filter set (Semrock). Recordings were performed at
room temperature (20-25°C) using a patch-clamp amplifier (Multiclamp 700B, Molecular
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Devices) connected to a Digidata 1440A interface board (Molecular Devices). Signals were
amplified and collected using the data acquisition software pClamp 10.2. Resting membrane
potential was measured just after passing into whole-cell configuration, and only cells with a
resting membrane potential more hyperpolarized than =50 mV were selected. Membrane
potentials were not corrected for junction potential. Cells were set at -60mV at the beginning
of the recording by continuous current injection and submitted to series of hyperpolarizing and
depolarizing current pulses (800 ms, from — 100 pA to 380 pA with 25 pA increments).
Electrophysiological parameters were measured in control conditions and 2 minutes after the
beginning of CNO bath application (500 nM). Each parameter was computed from three series
of pulses in control or in CNO conditions. Resting membrane potential was computed as mean
of the sweeps were no current was injected. Input resistance was determined on responses to
hyperpolarizing current pulses eliciting voltage shifts of 10-15mV negative to rest. Rheobase
was calculated as the minimal depolarizing current step triggering an action potential. Results
are given as mean + standard error of the mean (SEM). Between-group comparisons were
performed using paired Wilcoxon nonparametric test. A p-value below 0.05 was considered
statistically significant.

After recordings, slices were fixed overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde/ PBS and then
washed in PBS. Slices were processed for anti-PV and anti-RFP immunochemistry as described
above, and biocytin simultaneously revealed using Alexafluor 405-conjugated streptavidin
(1:500, Invitrogen). After extensive washing in PBS, slices were mounted on gelatin-coated
slides in Fluoromount-G for confocal microscopy as described above.

Electrophysiological recordings of CNO/DREADD effects in vivo

The electrodes we used are made of bundles of insulated tungsten wires. Electrodes were
implanted with stereotaxic-positioning micromotion and anchored one after the other. An
epidural screw placed above the olfactory bulb was used as ground. On electrode placed above
the cerebellum was used as reference. Cortical electrodes for recordings comprised three
electrodes implanted in the primary visual cortex and primary somatosensory cortex: V1 AP=
0.05 mm, ML=£2 mm, DV=-0.5mm relative to lambda; S1 AP= -2 mm, ML=2 mm, DV=-
0.5mm in mm relative to bregma.

Four weeks after viral injection AAV hM4Di- injected mice underwent surgical craniotomy.
Anesthesia was induced with 2% isoflurane and maintained by ketamine/xylasine (100 /10 mg
per kg body weight), while body temperature was maintained at 36.5°C with a heating blanket
(Bioseb). A sagittal skin incision was performed across the posterior part of the head to expose
the skull. Electrodes were implanted stereotaxically and sealed in placed with acrylic resin (GC
Unifast TRAD). The surgical procedure typically took 2 h. Animals recovered quickly, and
after a conservative 1-week resting period, data acquisition was performed. In order to connect
the EEG electrodes before a recording session, mice underwent short anesthesia for 10 min with
2% 1soflurane. Animals were allowed to recover for 30 min before the recording.

The protocol recording was: one hour of baseline recording following by an intraperitoneal
injection of PBS. One hour after, CNO (1mg/ kg) was injected and recording was performed
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for another one hour. Intracranial electrode signals were fed through high input impedance,
DC-cut at 1 Hz, gain of 1,000, 16-channel amplifier and digitized at 20 kHz (Xcell, Dipsi).
Custom-made software based on Labview (National Instruments) simultaneously acquired
video from a camera pointed at the recording stage. A large-bandwidth amplifier was used to
record local field potentials (LFPs, 0.1-200 Hz). Custom-made software based on Labview
(National Instruments) was used for the analysis. Half an hour recording was extracted for
baseline, PBS and CNO conditions. EEG signal was filtered with a 1- to 4-Hz, 6- to 10-Hz, 30-
to 50-Hz, 55- to 95-Hz and 100- to 150-Hz pass-band respectively for delta, theta, gamma low,
gamma mid and gamma high frequency. The mean power value was extracted for each V1-
expressing hM4Di power band. Then, mean power values were normalized to the baseline for
PBS and CNO.

Results are given as mean + standard error of the mean (SEM). Data obtained in different mice
for a given condition were compared using a t-test. A p value below 0.05 was considered
statistically significant.

Single cell RT-PCR after patch-clamp

Mice (P21-P28) of the G42 line expressing GFP in PV interneurons were deeply anesthetized
with isoflurane, and killed by decapitation. In the case of astrocyte recordings, mice were
subjected to intraperitoneal injection of sulforhodamine 101 (0.1 mg/kg body weight, from
Sigma-Aldrich) 30 minutes before anesthesia. Brains were quickly removed and 300 pum-thick
coronal slices of V1 visual cortex were cut as described above. Slices were then allowed to
recover for at least 1 h at room temperature (20-25°C) before being transferred to a recording
chamber and continuously perfused at 2ml/min with oxygenated standard ACSF at room
temperature. Patch pipettes (3-5 MQ for neurons, 6-8 MQ for astrocytes) were prepared as
described above and whole-cell recordings were obtained as follows. GFP-positive layers V-
V PV interneurons or sulforhodamine 101-labelled astrocytes were selected under
epifluorescence illumination with a 465 or 535 nm LED (CoolLed), and GFP or RFP filter sets
(Semrock), respectively. Layer V pyramidal cells were selected under infrared
videomicroscopy with Nomarski optics. Electrophysiological properties were determined in
voltage-clamp mode for astrocytes (Lecrux et al., 2011) and current-clamp mode for neurons
(Karagiannis et al., 2009). Membrane potential values were not corrected for liquid junction
potential. Input resistance of astrocytes was determined by plotting a voltage/current curve of
the current response at steady state. This resistance was corrected for series resistance
determined by plotting a voltage/current curve of the capacitive transients (Lecrux et al., 2011).
Resting membrane potential of astrocytes was determined by calculating the intercept of the
voltage/current curve with the 0 pA value. Resting membrane potential of neurons was
measured just after passing in whole-cell configuration. Only neurons with a resting membrane
potential more negative than -50 mV were analyzed further. Nine electrophysiological
properties chosen to describe the electrophysiological diversity of cortical neurons (Ascoli et
al., 2008) were determined as previously described (Karagiannis et al., 2009).
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At the end of the whole cell recording, the cell cytoplasm was aspirated into the recording
pipette while maintaining a tight seal. The content of the pipette was expelled into a test tube,
and reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed essentially as
described (Lambolez et al. 1992, Cauli et al. 1997). The cDNAs present in 10 pl of the RT
reaction first were amplified simultaneously using the primer pairs described in Table 1 (for
each primer pair the sense and antisense primers were positioned on two different exons).
Second rounds of PCR were performed using 2 pl of the first PCR product as template. In this
second round, each cDNA was amplified individually with a second set of primer pairs internal
to the first PCR primer pair (nested primers) and positioned on two different exons. Then 10 pl
of each individual PCR was run on a 2 % agarose gel in parallel with a molecular weight marker
and stained with ethidium bromide. The RT-PCR protocol was tested on 1 ng of total RNA
purified from mouse whole brain, and all the transcripts were detected. Sizes of the PCR-
generated fragments were as predicted by the mRNA sequences (Table 1). A control for mRNA
contamination from surrounding tissue was performed by placing a patch pipette into the slice
without establishing a seal. Positive pressure was then interrupted and, following the removal
of the pipette, its content was processed as described. No PCR product was obtained using this
protocol (n = 10).
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RESULTS

Targeted inhibition of PV interneurons by DREADD hM4Di induces PNN regression in
the adult visual cortex

The PNN accumulates during postnatal development to reach adult density at P50 in the
V1 area of the mouse visual cortex (Pizzorusso et al. 2002, Ye and Miao 2013, Lensjo et al.
2017a). In order to test the hypothesis that selective chemogenetic inhibition of PV interneurons
alters adult PNN density, we thus adapted the protocol known to reinstate visual plasticity at
P35 (Kuhlman et al. 2013) to measure PNN changes between P58 and P61 (see Methods and
Figure 1). Hemilateral injection of Cre-dependent pseudovirions encoding the inhibitory
DREADD hM4Di fused to the fluorescent protein mCherry was performed in the V1 area of
the visual cortex of PV-Cre mice (Figure 2A). Four weeks after viral injection, mice were
treated with the DREADD agonist Clozapine-N-oxide (CNO) or with phosphate buffered saline
(PBS), and their cortices were processed for histochemistry one day after the end of the
treatment (see Methods). This protocol resulted in robust expression of hM4Di-mCherry in V1
of the injected hemicortex, with 100 % of mCherry positive cells being PV immunoreactive
(n=208 out of 208 cells, Figure 2A-B), consistent with efficient transduction of PV
interneurons. PNNs are most abundant in layer IV and upper layer V, in correspondence with a
peak in the cross-laminar distribution of PV interneurons (Ye and Miao 2013, Lensjo et al.
2017a, Xu et al. 2010, Kubota et al. 2011, Rudy et al. 2011). We thus quantified PNN density
in these layers using histochemical labeling with wisteria floribunda agglutinin (WFA, see
Methods and Figure 1). We found that following CNO treatment, the density of the PNN
surrounding hM4Di-mCherry-expressing cells in layers IV-V was strongly decreased as
compared to the PNN surrounding PV immunoreactive cells in the same area of the uninjected
contralateral hemicortex (39.7 + 4.4 % of contralateral PNN density, n=70 mCherry" cells and
n=72 contralateral cells from 3 animals, p<0.05, Figure 2D-E, Table 2). Conversely, no
significant change of the PNN of hM4Di-mCherry-expressing cells was observed as compared
to contralateral PNN of PV immunoreactive cells in PBS treated animals (101.1 £ 8.5 % of
contralateral PNN density, n=85 mCherry" cells and n=87 contralateral cells from 3 animals,
p=0.3, Figure 2C,E, Table 2). The significantly lower PNN density of hM4Di-expressing cells
from CNO-treated animals compared to hM4Di-expressing cells from PBS-treated animals (see
Table 2) is illustrated in Figure 2C-D. These results indicate that activation by CNO of hM4Di
expressed in PV interneurons locally induces PNN regression in the adult visual cortex.

The hM4Di inhibitory DREADD reportedly has moderate somatodendritic effects, but
can also presynaptically inhibit transmitter release from axon terminals (Alexander et al. 2009,
Stachniak et al. 2014). Hence, in vivo activation of hM4Di in PV interneurons may result either
in decreased somatodendritic excitation of these neurons, or in paradoxical increase of their
somatodendritic excitation due to disinhibition of their target pyramidal cells. To discriminate
between these possibilities, we characterized acute electrophysiological effects of CNO
treatment in mice expressing hM4Di in PV cells.
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CNO treatment results in moderate silencing of hM4Di-expressing PV interneurons

We first investigated the effect of bath application of CNO (0.5 uM, Alexander et al.
2009) on the excitability of hM4Di-expressing PV interneurons using patch-clamp recordings
in acute slices of visual cortex. Cells were recorded in current-clamp mode and subjected to
series of hyperpolarizing and depolarizing current pulses (see Methods). We found that CNO
application elicited a hyperpolarization (from -66.8 = 0.5 mV in control to -71.6 + 0.5 mV in
CNO, p<0.05) and a decrease in membrane resistance from 152.9 = 13.6 MQ in control to 128.6
+10.7 MQ in CNO, p<0.05, Figure 3) of hM4Di-expressing PV interneurons (n=8), as expected
from the opening of somatodendritic potassium channels (Alexander et al. 2009). This effect of
CNO was associated with an increase in action potential rheobase (from 138.6 £ 13.5 pA in
control to 185.9 £ 20.0 pA in CNO, p<0.05, Figure 3). These results indicate that expression of
hM4Di did not conspicuously alter electrophysiological properties of PV interneurons
(Kawaguchi 1995, Cauli et al. 1997, Ascoli et al. 2008), and that activation of hM4Di by CNO
decreased the excitability of these neurons via a somatodendritic effect.

We next investigated the acute effects of CNO on network activities in V1 using EEG
recordings in the hemicortex of awake mice expressing hM4Di in PV interneurons (see
Methods). After 1 h baseline recording in control conditions, a first intraperitoneal injection of
PBS was performed, followed 1 h later by intraperitoneal injection of CNO. We found no
evidence for CNO-induced unbalanced excitation of the network indicative of marked
disinhibition (Figure 4). Nonetheless, CNO injection induced a strong decrease of network
oscillations in the gamma frequency band (from 95.3 + 5.6 % of baseline in PBS to 44.1 = 11.7
% of baseline in CNO for the 55-95 Hz range, and from 83.4 + 1.5 % of baseline in PBS to 27.8
+ 8.2 % of baseline in CNO for the 100-150 Hz range, n=3 mice, p<0.05, Figure 4). We also
observed a marked decrease of oscillations in the theta band (from 114.2 + 12.0 % of baseline
in PBS to 48.0 = 9.1 % of baseline in CNO, p<0.05, Figure 4). In contrast, no change was
observed in lower frequency gamma oscillations or in delta oscillations. These observations are
consistent with inhibition of PV interneurons in CNO, in agreement with the decreased
responsiveness to visual stimuli previously observed in hM4Di-expressing PV cells upon CNO
treatment (Kuhlman 2013). Indeed, these interneurons play a key role in the synchronization of
cortical neuronal populations, and are notably essential to high frequency gamma oscillations
of the network (Cardin et al. 2009).

These results suggest that hM4Di activation by CNO induces a moderate silencing of
PV cells in vivo, which could be the trigger of the observed PNN reduction.

Targeted excitation of glutamatergic neurons or PV interneurons by DREADD hM3Dq
does not induce PNN regression in the adult visual cortex

In order to rule out disinhibition-induced network excitation as a cause of PNN
regression, we selectively expressed the excitatory DREADD hM3Dq fused to mCherry in
either glutamatergic neurons or PV interneurons of the V1 cortex using the same paradigm as
above in Emx1-Cre or PV-Cre mice, respectively (see Methods, and Figures 6A and 7A-B).
We first verified that CNO enhanced the excitability of hM3Dg-expressing neurons using
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patch-clamp recordings of mCherry-positive layer V pyramidal cells in slices of visual cortex.
Bath application CNO (0.5 uM) elicited a depolarization (from -66.1 = 0.9 mV in control to -
63.9 £ 1.4 mV in CNO, p<0.05) and an increase in membrane resistance from 139.8 + 12.5 MQ
in control to 173.2 £ 10.6 MQ in CNO, p<0.05, Figure 5) of hM3Dg-expressing pyramidal
neurons (n=8). This effect of CNO was associated with a decrease in action potential rheobase
(from 69.7 + 7.8 pA in control to 44.8 = 7.7 pA in CNO, p<0.05). These results indicate that
activation of hM3Dq by CNO enhanced the excitability of hM3Dg-expressing neurons.

We next probed the effect of in vivo activation of hM3Dq-expressing glutamatergic
neurons in V1 on the PNN surrounding PV interneurons in layers IV-V of the same area. CNO
treatment did not significantly change the density of the PNN of PV-immunopositive cells in
the ipsilateral hM3Dg-expressing hemicortex as compared to the uninjected contralateral
hemicortex (94.9 £ 6.0 % of contralateral PNN density, n=101 ipsilateral and n=101
contralateral PV+ cells from 3 animals, p=0.6, Figure 6B-C, Table 2). PBS treatment similarly
had no significant effect on PNN density (95.0 + 4.3 % of contralateral PNN density, n=92
ipsilateral and n=92 contralateral PV+ cells from 3 animals, p=0.7, Figure 6B-C, Table 2).

Finally, we tested the effect of in vivo activation of hM3Dg-expressing PV interneurons
in V1 on their surrounding PNN. Neither CNO, nor PBS treatment significantly changed the
density of the PNN around mCherry-positive cells as compared to the PNN of PV-positive cells
in the uninjected contralateral hemicortex (CNO: 108.5 + 8.7 % of contralateral PNN density,
n=86 ipsilateral and n=90 contralateral PV+ cells from 3 animals, p=0.6; PBS: 111.4 + 7.9 %
of contralateral PNN density, n=101 ipsilateral and n=100 contralateral PV+ cells from 3
animals, p=0.7; Figure 7C-E, Table 2).

These results show that cortical network excitation is not a trigger of PNN regression in
the adult. Hence, the observed PNN regression elicited by activation of the inhibitory DREADD
hM4Di in PV interneurons did not result from cortical network disinhibition.

Electrical silencing of PV interneurons triggers PNN regression in the adult visual cortex

The inhibitory DREADD hM4Di is coupled to Gi intracellular signaling and thus results
in both electrophysiological and metabotropic effects. In order to assess electrical silencing of
PV interneurons as a cause of PNN decrease, and rule out involvement of other Gi-dependent
metabotropic effects, we used an alternative chemogenetic tool, the chloride channel PSAM-
GlyR exclusively activated by the agonist PSEM®’S (Magnus et al. 2011), to inhibit PV
interneurons. Hemilateral co-expression of PSAM-GlyR and GFP in PV interneurons of the V1
cortex, treatment with PSEM3?S or PBS, and histochemical analyses were performed essentially
as above for DREADD-CNO experiments (see Methods). We found that 82 % of GFP positive
cells were PV immunoreactive (n=75 out of 92, Figure 8A), consistent with efficient expression
of PSAM-GIyR in PV interneurons. Following PSEM®® treatment, the density of the PNN
surrounding PSAM-GlyR/GFP-expressing cells in layers IV-V was largely decreased as
compared to the PNN of PV-positive cells in the same area of the uninjected contralateral
hemicortex (51.0 + 4.6 % of contralateral PNN density, n=110 GFP" cells and n=119
contralateral cells from 3 animals, p<0.05, Figure 8C-D, Table 2). Conversely, no significant
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change of the PNN surrounding PSAM-GlyR/GFP-expressing cells was observed as compared
to contralateral PNN in PBS treated animals (105.1 + 7.2 % of contralateral PNN density, n=110
GFP" cells and n=107 contralateral cells from 3 animals, p=0.7, Figure 8B,D, Table 2). These
results confirm that electrical silencing of PV interneurons induces PNN regression in the adult
visual cortex.

We next reasoned that PV interneuron silencing can, in principle, be also achieved by
decreasing their synaptic excitation. We thus targeted expression of hM4Di to inhibit excitatory
neurons in V1 (Figure 9A). CNO treatment significantly reduced the PNN of PV-
immunopositive cells in the ipsilateral hM4Di-expressing hemicortex as compared to the
uninjected contralateral hemicortex (68.9 = 4.9 % of contralateral PNN density, n=122
ipsilateral and n=130 contralateral PV+ cells from 4 animals, p<0.05, Figure 9C-D, Table 2).
PBS treatment had no significant effect on PNN density (102.7 + 6.1 % of contralateral PNN
density, n=93 ipsilateral and n=92 contralateral PV+ cells from 3 animals, p=0.9, Figure 9B,D,
Table 2). These data indicate that a decrease of PV interneuron synaptic excitation induces PNN
regression in the adult visual cortex.

Our results collectively suggest that PNN density is dynamically regulated in the adult
depending on the activity level of PV interneurons.

The PNN may be regulated cell-autonomously by the activity level of each PV interneuron

During the course of histochemical analyses of CNO treated mice, we noticed that
hM4Di-negative PV interneurons had dense PNNs, whereas the PNN of neighboring hM4Di-
positive cells was reduced (see examples in Figure 10A). This suggests that each PV
interneuron is able to regulate its own PNN.

We thus searched through published databases of single cortical cell analyses for the
expression of genes that may enable PV interneurons to regulate their PNN cell-autonomously.
We found that PV interneurons express a rich repertoire of genes involved in the synthesis and
degradation of the PNN (Okaty et al. 2009, Tasic et al. 2016). However, these data stem
primarily from dissociated cells. We thus used single cell RT-PCR (scPCR) after patch-clamp
to assess expression of selected PNN-related genes in identified cell-types in acute slices of
visual cortex from P21-P28 mice of the G42 line expressing GFP in PV interneurons (see
Methods and Table 1). GFP-positive interneurons (n=14) and sulforhodamine 101-labelled
astrocytes (n=10) were selected under epifluorescence illumination, and layer V pyramidal cells
(n=14) were selected according to the shape of their soma and proximal dendrites, as seen with
infrared video microscopy (see Methods). We analyzed nine electrophysiological parameters
for each neuron, and four electrophysiological parameters for astrocytes (see Methods and
Table 3) prior to cytoplasm harvesting for scPCR analyses. Electrophysiological properties
significantly differed between cell groups and confirmed cell-type identity (Table 3). Notably,
PV interneurons exhibited thin spikes, fast afterhyperpolarizing potentials (AHP) of large
amplitude, and high rheobase value; pyramidal cells had a slow membrane time-constant and
long-duration action potentials; and astrocytes exhibited hyperpolarized resting potential, low
input resistance, fast membrane time-constant and high membrane capacitance; as described
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(Cauli et al. 1997, Ascoli et al. 2008, Andjelic et al. 2009, Lacroix et al. 2015). Following
electrophysiological recordings, the cellular content was harvested in the patch pipette for
scPCR analysis. The scPCR protocol was designed to detect the expression of mRNAs encoding
cell-type markers (vesicular glutamate transporter VGluT1, glutamic acid decarboxylases GAD
65 and GAD 67, PV, S100p), as well as PNN constituents (lecticans: Acan, Bcan, Ncan), PNN
linkers (Haplnl, Hapln4, Ptprr, Ptprzl, Tnr), and proteases (membrane: Adam10, Adaml]1,
Adam22, Mme; secreted: Adamtsl, Adamts8, Adamtsl5, AdamtsL5). An example of this
analysis performed on a single PV interneuron is shown in Figure 10B. Expression of markers
confirmed cell-type identification: expression of PV and GAD (65 and/or 67) was detected in
all PV interneurons, expression of VGIuT1 and absence of GAD was found in all pyramidal
cells, and expression of S100p and absence of GAD was observed in all astrocytes (Figure
10B). The expression profiles of PNN-related genes markedly differed between cell-types, with
the largest array of genes expressed by PV interneurons. Expression of lecticans was found in
all cell types (Figure 10B), with Acan being specifically detected in PV interneurons as reported
(Rossier et al. 2015), albeit at low occurrence (n=2 out of 14) consistent its low mRNA
abundance (Tasic et al. 2016). In agreement with earlier reports (Dzyubenko et al. 2016, Tasic
et al. 2016), Ncan was found in all cell types with high occurrence in pyramids (n=13 out of
14), whereas Bcan was detected in PV cells and astrocytes, but not in pyramids. PNN linkers
were detected in all cell types (Figure 10B), with frequent occurrence of Ptprz1 in astrocytes as
described (Maurel et al. 1994), and with the exception of Tnr selectively expressed by
oligodendrocyte progenitor cells (Saghatelyan et al. 2004, Tasic et al. 2016). PV interneurons
strikingly differed from pyramids and astrocytes in expressing all tested proteases (Figure 10B),
notably secreted proteases, which were virtually undetected in other cell-types consistent with
earlier observations (Rossier et al. 2015, Tasic et al. 2016).

These results confirm that PV interneurons express a large array of key genes enabling
control of the accumulation and degradation of their own PNN.
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DISCUSSION (1326 words)

We tested the effects of targeted chemogenetic modulation of the activity of PV interneurons
or excitatory neurons on the density of the PNN surrounding PV interneurons in the adult visual
cortex. Targeted inhibition of PV interneurons using the Gi-coupled DREADD hM4Di or the
chloride channel PSAM-GIyR induced PNN regression. Targeted inhibition of glutamatergic
neurons also elicited a decrease of the PNN. EEG recordings revealed that targeted inhibition
of PV interneurons reduced cortical oscillations but did not elicit unbalanced excitation of the
network. Likewise, targeted excitation of glutamatergic neurons or of PV interneurons did not
alter PNN density, thereby ruling out network disinhibition as a cause of PNN regression. We
also observed that PNN density surrounding hM4Di-inhibited PV cells was reduced compared
to the PNN of neighboring hM4Di-negative PV cells. Finally, scPCR analyses confirmed that
PV interneurons express numerous genes enabling the control of their own PNN density. Our
results indicate that silencing of PV interneurons, directly or through reduced synaptic
excitation, triggers PNN regression in the adult cortex, and suggest that each PV cell regulates
its own PNN cell-autonomously depending on its activity level.

Targeted chemogenetic modulation of PV interneurons or excitatory neurons

Cre-dependent viral transduction in PV-Cre and Emx1-Cre mice resulted in robust and selective
expression of chemogenetic actuators, consistent with original description of these tools
(Gorsky 2002, Hippenmeyer 2005, Alexander 2009, Krashes 2011, Magnus 2011) and their
validation in multiple subsequent reports. In the present study, cell-type-specific targeting in
PV-Cre mice was assessed by co-localization of mCherry/GFP and PV immunoreactivity, and
by patch-clamp recordings of transduced neurons from PV-Cre and Emx1-Cre mice, which all
exhibited electrophysiological properties typical of PV interneurons (fast-spiking) and
glutamatergic neurons (regular-spiking), respectively (Connors and Gutnick 1990, Kawaguchi
1995, Cauli 1997).

Although a recent report points to DREADD-independent side effects of CNO (Gomez 2017),
our results clearly rule out the possibility that such non-specific effects can be the cause of the
observed PNN changes. Indeed, (i) CNO was ineffective upon injection in hM3Dq expressing
mice, (ii)) CNO induced PNN regression in the hM4Di-expressing hemicortex but not
contralaterally, whereas PBS was ineffective, (iii) CNO and PSEM treatments were both
effective at inducing PNN regression selectively around PV interneurons expressing their
cognate chemogenetic actuator. Furthermore, our patch-clamp recordings of acute CNO effects
neurons of cortical slices confirm its efficacy at inducing somatodendritic excitability increase
or decrease depending on hM3Dq or hM4Di expression, respectively, in agreement with
original reports (Alexander 2009, Krashes 2011), but at odds with some recent observations
(Stachniak 2014, Gomez 2017).

Hence, our results show that PNN changes observed in the present study stem from specific
chemogenetic ligand/actuator interactions eliciting a decrease in excitability of selectively
targeted cell-types.
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PNN regression is triggered by electrical silencing of PV interneurons, but not by network
disinhibition

We found that targeted inhibition of PV interneurons using hM4Di induced PNN regression,
consistent with our working hypothesis based on its reported effect on visual plasticity
(Kuhlman et al. 2013). However, inhibition of PV interneurons likely enhances cortical network
excitation via a disinhibitory effect, and hM4Di coupling with Gi-dependent signaling can
inhibit presynaptic GABA release from PV interneurons (Kruglikov and Rudy 2008, Stachniak
2014) and elicit multiple intracellular metabotropic effects. We thus examined several
mechanisms through which hM4Di actions in PV cells can trigger PNN regression.

Electrophysiological recordings confirmed inhibition of PV cells upon hM4Di activation in
vitro as well as in vivo, as evidenced by the reduction in cortical gamma oscillations that
critically rely on these interneurons (Cardin 2009, Sohal 2009), and in agreement with the
reported decrease of their calcium responses to visual stimuli when subjected to the same
chemogenetic paradigm (Kuhlman et al. 2013). EEG recordings additionally showed a decrease
of theta oscillations, also indicative of reduced network synchrony, but no evidence for
unbalanced excitation of the network (e.g. epileptiform activities). Likewise, targeted excitation
of glutamatergic neurons or of PV interneurons using hM3Dq did not alter PNN density,
thereby ruling out network disinhibition as a cause of PNN regression. Regarding the possible
role of Gi-dependent signaling, it is ruled out by the effectiveness of the chloride channel
PSAM-GlyR-mediated inhibition of PV interneurons at inducing PNN regression. The above
results indicate that electrical silencing of PV interneurons is a key trigger of PNN regression
in the adult, independently of the activity of other network components. This interpretation is
further supported by the observation that both targeted inhibition of PV interneurons (which
silences PV cells but disinhibits excitatory cells), and targeted inhibition of excitatory neurons
(which silences both excitatory and PV cells), result in PNN regression.

Hence, our results indicate that PNN remodeling in the adult relies primarily on the ability of
PV interneurons to sense their own activity level, which reflects the activity of their cognate
microcircuit. The unique connectivity pattern of PV interneurons makes ideally suited to act as
sensors of thalamocortical, cortico-cortical and of their activities. Indeed, PV interneurons
receive strong excitation from sensory thalamic nuclei, are densely interconnected with
excitatory neurons, and receive direct feedback on their own GABergic activity through
powerful autapses (Bacci et al. 2003, Gabernet et al. 2005, Bacci and Huguenard 2006, Kloc
and Maffei 2014, Faini et al. 2018). Among the candidate signals that may link neuronal activity
of PV cells to PNN degradation, changes in post-synaptic calcium entry [e.g. through calcium
permeable AMPA receptors prominent in PV interneurons (Jonas et al. 1995, Angulo et al.
1997)] are unlikely to be involved since PNN regression occurred independently of the activity
of excitatory neurons. Conversely, a change in Otx2 import appears as a more promising
candidate signal. Indeed, Otx2 accumulation in PV interneurons is activity-dependent, Otx2
induces changes in the transcriptional program of these neurons, and the block of Otx2 import
induces PNN regression in the adult (Sugiyama et al. 2008, Beurdeley et al. 2012, Apulei et al.
2018).

84



PV interneurons may regulate their PNN cell-autonomously

The present study indicates that PNN regression depends primarily on the activity of PV
interneurons, and also provides evidence for cell-autonomous regulation of the PNN by each
PV cell independent of its neighbors. This possibility is substantiated by the expression of a
large array of genes enabling PV cells to control the accumulation and degradation of their own
PNN (Rossier et al. 2015, Tasic et al. 2016). Our single cell RT-PCR experiments confirm
expression in these genes in PV neurons from slices of visual cortex.

The PNN regression observed in the present study can theoretically result from enhanced
proteolysis or from reduced synthesis associated with tonic proteolysis. Lecticans are the
building blocks of the PNN (Yamaguchi 2000, Deepa et al. 2006, Kwok et al. 2012), and their
reduced expression or secretion by a given PV cells is expected to reduce its PNN. Similarly,
reduced expression, secretion, or membrane targeting of PNN linkers by individual PV cells is
likely to induce PNN regression cell-autonomously. Although unlikely to play a role in PNN
regression in adult, it is noteworthy that oligodendrocyte precursor cells, which are the main
source of the PNN linker tenascin R in the neocortex (Saghatelyan et al. 2004, Tasic et al. 2016),
are likely to be instructed by PV interneurons during postnatal development for PNN
reticulation (Orduz et al. 2015). Finally, the pattern of membrane and secreted proteases
characteristically found in PV interneurons is indicative of a tonic level of PNN proteolysis,
which may be upregulated at the level of gene expression, secretion or proteolytic activity upon
PV interneuron silencing. Hence, the expression pattern of PNN genes observed in PV
interneurons indicates that these cells are able to reduce their PNN cell-autonomously.

Multiple earlier studies indicate that PNN removal renders adult cortical network permissive
for high circuit plasticity (Pizzorusso et al. 2002, de Vivo et al. 2013, Lensjo et al. 2017b). The
chemogenetic paradigm used in the present study is known to reinstate visual plasticity after
closure of the critical period (Kuhlman et al. 2013). Our results thus suggest that each PV cell
is able to regulate the plasticity of its microcircuit based on the local sensing of neuronal
activities, thereby contributing to point-by-point tuning of cortical network properties in the
adult.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Analysis of PNN density in the V1 visual cortex using WFA fluorescence
staining. (A) Macrotome fluorescence negative picture of a coronal section of mouse brain at
the level of the visual cortex showing PNN staining with WFA. The superimposed section of
the mouse brain atlas delineates the densely stained V1 area flanked by V2L and V2ML areas
exhibiting faint PNN labeling. Throughout this study, analyses of PNN density were performed
in layers IV-V of the V1 area as indicated by the red rectangle. (B) PNN density analyses were
performed around PV immunopositive cells, or around cells showing expression of both PV
and the chemogenetic tool, as exemplified here for the hM4Di-mCherry fusion protein. (C) In
order to quantify PNN density, whole-field fluorescence pictures were acquired (left panel),
background-subtracted using the Substract Background function of the Image] software
(middle panel), and PNNs were delineated manually around the soma based on WFA staining
intensity (red lines in right panel), to create ring-shaped ROIs using the XOR function of
ImagelJ. Scale bar for B-C: 20 um.

Figure 2. Targeted inhibition of PV interneurons using DREADD hM4Di induces PNN
regression. (A) Stereotaxic injection of Cre-dependent AAV encoding hM4Di fused to
mCherry in the visual cortex of PV-Cre mice. Macrotome fluorescence picture showing
expression of hM4Di-mCherry revealed by anti-RFP immunohistochemistry 5 weeks after
injection. The superimposed section of the mouse brain atlas delineates the V1 area. (B-D)
Confocal fluorescence images acquired in the V1 cortex. (B) Dual immunostaining showing
hM4Di-mCherry expression in PV-positive cells. Scale bar: 100 um. (C-D) Illustration of the
PNN (WFA) surrounding hM4Di-expressing cells in layers IV-V after PBS or CNO treatment
of the mice. Note the low PNN density around hM4Di+ cells after CNO treatment, as
exemplified in high magnification images. Scale bars: 100 pm (left), 10 pm (right). (E)
Summary of PNN density around PV+ (contralateral uninjected hemicortex) and hM4Di+/PV+
(ipsilateral injected) cells in the V1 cortex normalized for each mouse to mean density in
contralateral hemicortex. Data stem from the indicated number of cells analyzed in 3 CNO-
treated and 3 PBS-treated mice. * Significantly different from other conditions.

Figure 3. CNO decreases the excitability of hM4Di-expressing PV interneurons in cortical
slices. (A) Responses of an hM4Di-expressing interneuron to depolarizing current steps in
control conditions and upon bath application of CNO (0.5 uM). CNO application elicited a
hyperpolarization of the membrane potential and an increase in the current needed to induce
action potential firing. (B) Electrophysiological parameters measured in control and CNO
conditions in hM4Di-expressing interneurons (n=8). Note in (A) the large amplitude of the fast
afterhyperpolarizing potentials (AHP), the quiescent periods separating trains of action
potentials, and in (B) the modest input resistance and high rheobase value typical of fast-spiking
PV interneurons. * Significant differences.

91



Figure 4. CNO treatment reduces cortical gamma oscillations in mice expressing hM4Di
in PV interneurons. (A) Example of EEG recording of the local field potential in the hM4Di-
expressing visual hemicortex of an awake PV-Cre mouse following consecutive i.p. injections
of PBS and CNO. Traces from left to right show EEG power in the delta, theta, gamma low,
gamma mid and gamma high frequency ranges. (B) Mean power of the EEG normalized to
control baseline obtained in 3 mice treated with PBS and CNO. * Significant differences.

Figure 5. CNO enhances the excitability of pyramidal neurons expressing the DREADD
hM3Dq in cortical slices. (A) Responses of an hM3Dg-expressing layer V pyramidal neuron
to depolarizing current steps in control conditions and upon bath application of CNO (0.5 uM).
CNO application elicited a depolarization of the membrane potential and a decrease of the
current needed to induce action potential firing. (B) Electrophysiological parameters measured
in control and CNO conditions in hM4Di-expressing interneurons (n=8). * Significant
differences.

Figure 6. Targeted excitation of glutamatergic neurons using hM3Dq does not alter PNN
density. (A) Stereotaxic injection of Cre-dependent AAV encoding hM3Dq fused to mCherry
in the visual cortex of Emx1-Cre mice. Macrotome fluorescence picture showing expression of
hM3Dg-mCherry revealed by anti-RFP immunohistochemistry 5 weeks after injection. The
superimposed section of the mouse brain atlas delineates the V1 area. (B-C) Confocal
fluorescence images acquired after triple labeling of sections of the V1 cortex to reveal the PNN
(WFA), and expression of PV and hM3Dq-mCherry. For better visualization, BI-C1 panels
show WFA and anti-PV labelling separately from hM3Dg-mCherry positive excitatory neurons
visible on merged pictures (B2-C2). Scale bar: 100 um. (D) PNN density around PV+ cells ipsi-
and contralateral to hM3Dq expression in the V1 cortex normalized for each mouse to mean
density in contralateral hemicortex. Data stem from the indicated number of cells analyzed in
3 CNO-treated and 3 PBS-treated mice.

Figure 7. Targeted excitation of PV interneurons using hM3Dq does not alter PNN
density. (A) Stereotaxic injection of Cre-dependent AAV encoding hM3Dq fused to mCherry
in the visual cortex of PV-Cre mice. Macrotome fluorescence picture showing expression of
hM3Dg-mCherry in the V1 area 5 weeks after injection. (B-D) Confocal fluorescence images
acquired in the V1 cortex. Scale bars: 100 pm. (B) Dual immunostaining showing hM3Dq-
mCherry expression in PV-positive cells. (C-D) Dual labelling showing the PNN (WFA)
surrounding hM3Dg-expressing cells in layers IV-V after PBS or CNO treatment of the mice.
(E) PNN density around PV+ (contralateral uninjected hemicortex) and hM3Dq+/PV+
(ipsilateral injected) cells in the V1 cortex normalized for each mouse to mean density in
contralateral hemicortex. Data stem from the indicated number of cells analyzed in 3 CNO-
treated and 3 PBS-treated mice.
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Figure 8. Targeted chemogenetic inhibition of PV interneurons using PSAM-GIyR
induces PNN regression. All pictures are confocal fluorescence images acquired in the V1
cortex. (A) Dual immunostaining showing PSAM-GlyR expression in PV-positive cells 5
weeks after injection of Cre-dependent AAV encoding PSAM-GlyR-ires-GFP in the visual
cortex of PV-Cre mice. Scale bar: 100 um. (B-C) Illustration of the PNN (WFA) surrounding
PSAM-GlyR+ cells in layers IV-V after mice treatment with PBS or with the PSAM-GlyR
agonist PSEM®. Note the low PNN density around PSAM-GlyR+ cells after PSEM treatment,
as exemplified in high magnification images. Scale bars: 100 um (left), 10 pm (right). (D) PNN
density around PV+ (contralateral uninjected hemicortex) and PSAM-GlyR+/PV+ (ipsilateral
injected) cells in the V1 cortex normalized for each mouse to mean density in contralateral
hemicortex. Data stem from the indicated number of cells analyzed in 3 CNO-treated and 3
PBS-treated mice. * Significantly different from other conditions.

Figure 9. Targeted inhibition of excitatory neurons by hM4Di induces PNN regression.
(A) Stereotaxic injection of Cre-dependent AAV encoding hM4Di-mCherry in the visual cortex
of Emx1-Cre mice. Macrotome fluorescence picture showing expression of hM3Dg-mCherry
in the V1 area 5 weeks after injection. (B-C) Confocal fluorescence images illustrating the PNN
(WFA) surrounding PV+ cells in the vicinity of hM3Dg-expressing excitatory neurons in layers
IV-V of the V1 cortex of mice treated with PBS or CNO. Note the low PNN density around
PV+ cells after CNO treatment, as exemplified in high magnification images. Scale bars: 100
um (left), 10 um (right). (D) PNN density around PV+ cells ipsi- and contralateral to hM3Dq
expression in the V1 cortex normalized for each mouse to mean density in contralateral
hemicortex. Data stem from the indicated number of cells analyzed in 4 CNO-treated and 3
PBS-treated mice. * Significantly different from other conditions.

Figure 10. PV interneurons may regulate their PNN cell-autonomously. (A) Examples of
the high PNN density (arrows) observed around hM4Di-negative, or weakly hM4Di-positive
PV interneurons, as compared to the low PNN density (arrowheads) observed around their PV+
neighbors robustly expressing hM4Di in the V1 cortex of a CNO treated mouse. Scale bars: 20
um (B) Expression of PNN-related genes in single cells analyzed by scPCR after patch-clamp
in acute slices of visual cortex. BI: agarose gel electrophoresis of scPCR products obtained
from an individual PV interneuron (molecular weight marker, ®X Haelll, the bar indicates the
603 bp fragment), as assessed by detection of PV, GAD65 and GAD67 mRNAs. B2-4:
Summary of scPCR results. Note the different expression profiles obtained in the three cell
types analyzed, and the rich repertoire of PNN related genes expressed by PV interneurons.
Acan, aggrecan; Bcan, brevican; Ncan, neurocan; Hapln, hyaluronan and proteoglycan link
protein; Ptprr and Ptprz1, Protein Tyrosine Phosphatase Receptor types R and Z1; Tnr, tenascin
R; ADAM, A Disintegrin And Metalloprotease; ADAMTS, A Disintegrin And Metalloprotease
with Thrombospondin motif; Mme, Membrane metalloendopeptidase (neprilysin).
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Table 1- PCR Primers
Gel.les First PCR primers Size Second PCR nested primers Size

accesion #. bp bp
VGIuT1* Sense, 597: CCCTTAGAACGGAGTCGGCT 592 Sense, 621: ACGACAGCCTTTTGCGGTTC 366
NM 182993.2 Antisense, 1169: TATCCGACCACCAGCAGCAG Antisense, 968: CAAAGTAGGCGGGCTGAGAG
GAD65* Sense, 99: CCAAAAGTTCACGGGCGG 373 Sense, 219: CACCTGCGACCAAAAACCCT 247
NM_008078.2 Antisense, 454: TCCTCCAGATTTTGCGGTTG Antisense, 447 : GATTTTGCGGTTGGTCTGCC

Sense, 159:
GAD67* Sense, 83: ATGATACTTGGTGTGGCGTAGC 253 CAATAGCCTGGAAGAGAAGAGTCG 178
NM_008077.4 Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG Antisense, 314: GTTTGCTCCTCCCCGTTCTTAG
PV* Sense, 104: GCCTGAAGAAAAAGAACCCG 191 Sense, 122: CGGATGAGGTGAAGAAGGTGT 163
NM 013645.3 Antisense, 275: AATCTTGCCGTCCCCATCCT Antisense, 265: TCCCCATCCTTGTCTCCAGC
S100beta Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 133 Sense, 57: CGGGCGAGAGGGTGACAA 93
NM_009115.3 Antisense, 172: TCTTCGTCCAGCGTCTCCAT Antisense, 133: TGTCCACCACTTCCTGCTCC
Acan Sense, 265: GTCTTCCCTCACCATCCCCT 371 Sense, 336: CCCTCACCCCAAGAATCAAG 293
NM_007424.2 Antisense, 616: AGTCCAGGGTGTAGCGTGTG Antisense, 610: CAGGGTGTAGCGTGTGGAAATA
Bcan Sense, 1205: CGCTATCCCATCATCACACC 333 Sense, 1262: ACCCTCTTCCTCTTTCCCAA 249
NM 007529 Antisense, 1518: CTCTGCTGGGTCTTCTGGGG Antisense, 1491: TCCTCCTCCCCCATCTTCTG
Ncan Sense, 159: TGCTGCTGTGGCTGCTTCTC 381 Sense, 193: TCAGGACACACAGGACACCA 309
NM 007789 Antisense, 521: CAGCGATACAGCCCAGAGTC Antisense, 483: CAGCAGAAGGGTAGCATTGG
Haplnl Sense, 722: TGTGAGGTGATTGAAGGGCTAG 405 Sense, 755: GCTGTGGTGGCATTGGAGTTAC 296
NM 013500 Antisense, 1105: ATCGTAGGTGAGTTTGGTGGGG Antisense, 1028: ATCTGCTTTTATCCTTGTCCCA
Hapln4 Sense, 413: CTCCCTGGTCCTCCGAAATG 402 Sense, 545: CGGAGGTCGCTACAAGATGA 202
NM_ 177900 Antisense, 796: ATCGTAGCGTTCCTCAGCGT Antisense, 728: CCAGTGCTCCCAGTCCCG
Ptprr Sense, 543: AAGAAGAGCCTGGACATCGC 380 Sense, 582: AACTACCACTCCCCTTCCGAAG 213
NM 011217 Antisense, 903: TGCGTTTCTCCTGGTTTCCG Antisense, 774: AGATCCGAAGCAGGGTTATGTT
PTPRZI Sense, 421: TGTTGAAGAGATTGGCTGGTCC 406 Sense, 447: CAGGAGCACTAAATCAAAAAAA 368
NM 001081306 | Antisense, 806: CCTCAAAACTGGAAAATCTGTC Antisense, 794: AAAATCTGTCCGCATCAAAGCA
Tnr Sense, 1033: GAGATGCTGGAGAGGGAGGTGT 327 Sense, 962: TCAACCTCCCCAAAAAAGCC 331
NM 022312 Antisense, 1338: ATTCCCCATCCACACAGAGC Antisense, 1273: CATCTCCGCTGTATTCACTGTC
Adaml0 Sense, 584: TCATCAAGACTCGTGGTGGC 280 Sense, 605: CGTTTTACATTGAGCCAGCAGA 251
NM 007399 Antisense, 844: CTTTCAGCCAGAGTTGTGCG Antisense, 835: CCAGAGTTGTGCGTTTTTTCCT
Adamll1 Sense, 505: ACCATCACCTCCTGTCCTCG 369 Sense, 549: CGGGAGGGAACAAGACAACA 275
NM 001110778 | Antisense, 854: GACCTGCCTTTTCCTTCTTAGC Antisense, 805: AGGGACAGCAAACAGGCAGC
Adam22 Sense, 297: CTGAAAGGACTGGAGAGGGG 354 Sense, 307: TGGAGAGGGGGAAAGAAAAC 281
NM_001007220 | Antisense, 631: AGGGCAACAAATGAGACAGGGT Antisense, 568: GTTCTCCACGACCTTGCCTC
Adamts] Sense, 1123: GGGAAAGCCATCAGGACCAG 208 Sens, 1151: AGGAAGAAGCGATTTGTGTCC 181
NM 009621 Antisense, 1311: ATCTTCACCACCACCAGGCTAA Antisense, 1311: ATCTTCACCACCACCAGGCTAA
Sense, 1877:

NM 001024139 | Antisense, 2153: TGCCTTGGACACAGACCGAG Antisense, 2138: GACCGAGGTGGAGTCAGGAGTA
Adamts8 Sense, 806: CTGGAGTGGGAGGTGGAGAT 298 Sense, 871: GAAGCAGGACAAGGAGGGGT 215
NM 013906 Antisense, 1083: GTTCCTGATGCTCGGGTGCT Antisense, 1067: TGCTTGTAGATTCGGGCTGC
Adamtsl5 Sense, 1362: TGTGGCAGCGACTTTGTGTT 256 Sense, 1368: AGCGACTTTGTGTTCCAGGC 240
NM 001285435 | Antisense, 1599: CGAGCATAGCCAGCGTGAGG Antisense, 1589: CAGCGTGAGGCAGCAGTAGC
Mme Sense, 500: CCAAAGCCAAAGAAGAAACAGC 421 Sense, 543: GCCTCTCTGTGCTTGTCTTGCT 299

NM_001289462

Antisense, 899: TGTCCGCCTCTGCTATCAAT

Antisense, 821: TATGTCTTCAGTTTTGGGTTCTTG

* Tricoire et al. 2011
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Table 2- Summary of chemogenetic experiments

Drug PBS
Mouse Virus ipsi contra ipsi contra
line
PV Cre | hM4Di | 0.397 = 0.044 1.000 + 0.080 1.011 +£0.085 1.000+0.110
(n=70) (n=72) (n=85) (n=87)
Drug-ipsi < Drug-contra, p < 0.05; Drug-ipsi < PBS-ipsi, p < 0.05; PBS-ipsi
vs. PBS-contra, p= 0.326
PV Cre | PSAM | 0.510 £ 0.046 1.000 £ 0.050 1.051 £ 0.072 1.000 £ 0.054
GlyR (n=110) (n=119) (n=110) (n=107)
Drug-ipsi < Drug-contra, p < 0.05; Drug-ipsi < PBS-ipsi, p < 0.05; PBS-ipsi
vs. PBS-contra, p=0.726
Emx1 hM4Di | 0.689 + 0.049 1.000 + 0.049 1.027 +£0.061 1.000 £ 0.056
Cre (n=122) (n=130) (n=93) (n=92)
Drug-ipsi < Drug-contra, p < 0.05; Drug-ipsi < PBS-ipsi, p < 0.05; PBS-ipsi
vs. PBS-contra, p= 0.888
Emx1 | hM3Dq | 0.949 = 0.060 1.000 + 0.059 0.950 + 0.043 1.000 £ 0.058
Cre (n=101) (n=101) (n=92) (n=92)
Drug-ipsi vs. Drug-contra, p= 0.602 ; Drug-ipsi vs. PBS-ipsi, p= 0.820; PBS-
ipsi vs. PBS-contra, p= (0.667
PV Cre | hM3Dq | 1.085=+0.087 1.000 £ 0.074 1.114 £ 0.079 1.000 £ 0.061
(n=86) (n=90) (n=101) (n=100)

Drug-ipsi vs. Drug-contra, p= 0.600; Drug-ipsi vs. PBS-ipsi, p= 0.873; PBS-
ipsi vs. PBS-contra, p=0.719

n refers to number of cells counted in each condition
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Table 3- Electrophysiological properties of cells collected for sc PCR

Pyramidal PV int. Astrocytes
cells (n=14) (n=14) (n=10)
Resting
potential -55.0+9.3 -56.7+4.9 -79.4£2.5
(mV)
Astr. << Pyr., PV
Input
Resistance 247.4+108.8 153.8+68.5 1.1+0.7
(MQ)
Astr. << PV < Pyr.
Time
constant (ms) 40.7+£17.9 14.1+49 0.7+0.1
Astr. << PV << Pyr.
Membrane 170.3+53.1 102.2 +37.8 495.1 +196.2
capacitance
(rF)
PV << Pyr. << Astro.
Rheobase
(pA) 54.0 £40.5 84.6+41.0
Pyr.< PV

AHP
amplitude -143+£1.8 -23.7+4.2
(mV)

PV<<< Pyr.
Time to peak
AHP 44.6 £16.7 23+04
(ms)

PV<<< Pyr.
1st spike
amplitude 89.2+5.6 73.1+8.2
(mV)

PV<<< Pyr.
1st spike
duration 1.6+0.2 0.6 +0.1
1/2 amplitude
(ms)

PV<<< Pyr.

< significantly smaller with P<0.05; << significantly smaller with P<0.01; <<< significantly smaller with
P<0.001; <<<< significantly smaller with p<0.0001; <<<<< significantly smaller with p<0.00001
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Figure 1
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 9
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Figure 10
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DISCUSSION

107



108



Les principaux résultats obtenus durant ma thése indiquent que l'inhibition de I'activité
électrique des interneurones FS-PV, directement ou via la réduction de leurs entrées
excitatrices, entraine une réduction de la densité de leur PNN dans le cortex visuel adulte. Ces
résultats sont novateurs et permettent de mettre en évidence un mécanisme de régulation du

PNN par les interneurones FS-PV chez I'adulte.

Nous avons testé les effets de I'altération de I'activité des FS-PV sur la densité de PNN
grace a l'utilisation d’outils chemogénétiques. L’activation du DREADD hM4Di ou du récepteur
ionique muté PSAM GIlyR dans les interneurones PV permet leur inhibition et induit une
régression de leur PNN chez I'adulte. Le méme résultat est observé en exprimant le DREADD
hM4Di dans les cellules pyramidales. L’'expression du DREADD excitateur dans les cellules
pyramidales ou dans les interneurones FS-PV n’entraine pas de changements visibles de la
densité de PNN. De plus les enregistrements EEG réalisés lors de I'activation de hM4Di dans
les FS-PV chez la souris éveillée montrent une diminution de certaines oscillations (gamma et
théta) mais pas de surexcitation du réseau (par exemple pas d’augmentation de 'amplitude
des oscillations ou d’activité de type épileptiforme). Ces résultats excluent la désinhibition
comme source de diminution du PNN. Enfin, les résultats obtenus par RT-PCR sur cellules
uniques dans les différents types cellulaires confirment que les interneurones FS-PV
possédent un ensemble de génes permettant aussi bien la synthése que la dégradation de

leur propre PNN.

Nos résultats montrent que Il'utilisation du DREADD hM4Di dans les FS-PV induit la
régression du PNN chez 'adulte. L’activation d’hM4Di par le CNO dans les cellules FS-PV a
pour résultante une inhibition somatodendritique modérée, en accord avec la littérature
(Alexander et al., 2009; Perova et al., 2015). De plus, il a été montré que I'activation de hM4di
entraine une diminution de la libération présynaptique (Stachniak et al., 2014). Le DREADD
inhibiteur entraine donc une diminution de I'excitabilité de la cellule ou il est exprimé qui est
probablement liée a une réduction de la libération de neurotransmetteur. Nous avons ensuite
observé in vivo que l'activation de hM4Di dans les cellules FS-PV entraine une diminution des
oscillations gamma de hautes fréquences. Ces derniéres ont été décrites comme dépendantes
de la synchronisation du réseau par les cellules FS-PV ( (Cardin et al., 2009; Sohal et al.,
2009; Buzsaki and Wang, 2012). Nous avons également observé une diminution de I'activité
dans la bande théta. Ces résultats sont cohérents: il semble que les oscillations gamma de
hautes fréquences soient modulées par les oscillations théta (Canolty et al., 2006). De plus,
l'inhibition des interneurones FS-PV par 'activation d’un autre outil chemogénétique, le canal
chlorure PSAM GIyR, induit également la régression du PNN. Ce résultat permet d’exclure un
effet intracellulaire du DREADD hM4Di via la signalisation Gi et nous permet de conclure

qu’une inhibition de l'activité électrique des FS-PV est un déclencheur de la régression du
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PNN. Enfin, nous avons également utilisé le DREADD inhibiteur hM4Di dans les cellules
glutamatergiques afin d’observer I'effet de son activation sur le PNN. Les cellules excitatrices
et les interneurones sont fortement interconnectés (Bartos et al., 2002): une diminution de
l'activité des neurones excitateurs conduit a la réduction des entrées excitatrices sur les
interneurones FS-PV, diminuant logiquement leur activité. Dans ce cas, nous observons
également une diminution du PNN. De plus, nos résultats d’activation des neurones
glutamatergiques ou des FS-PV par hM3Dq permettent d’exclure I'implication d'une
désinhibition comme cause de régression du PNN chez I'adulte. Cet ensemble de résultats
nous permet de conclure que linhibition électrique ciblée ou via les cellules excitatrices
environnantes des interneurones FS-PV entraine la réduction de la densité du réseau

périneuronal.

Des résultats similaires ont été observés sur culture dissociée de neurones. Un blocage
des potentiels d’action, du relargage de neurotransmetteurs ou des entrées calciques dans
des neurones FS-PV induit une diminution de 'accumulation extracellulaire des constituants
du PNN (Dityatev et al., 2007). Ceci est cohérent avec le fait que notre protocole d’inhibition a
été décrit comme induisant une diminution des signaux calciques intracellulaires des

interneurones FS-PV en réponse aux stimuli visuels (Kuhiman et al., 2013).

Nos résultats mettent en évidence un mécanisme de régulation du PNN chez I'adulte:
chaque interneurone FS-PV peut dégrader son propre PNN de fagon activité-dépendante. Le
PNN étant une structure dynamique, sa régression induite par diminution de [lactivité
électrique des FS-PV peut impliquer en aval deux mécanismes altérant la balance
synthése/dégradation du PNN: (/) une augmentation phasique de l'activité protéolytique, (ii)
une diminution de la synthése du PNN combinée a une activité protéolytique tonique.
L’activation de hM4Di par injection intrapéritonéale de CNO induit une diminution du ratio
calcique dans les FS-PV (Kuhiman et al., 2013). Les mécanismes de dégradation impliquant
les protéases, et particuliérement les aggrecanases ADAMTS, nécessitent leur sécrétion
(Dunn et al., 2006). Le calcium est généralement nécessaire aux mécanismes de sécrétion
par les neurones (Yu et al., 2003), une diminution de calcium aurait donc pour conséquence
une diminution d’activité de ces mécanismes de dégradation par la cellule. Le calcium n’est
donc probablement pas le signal déclencheur de cette dégradation. L’hypothése expliquant la
régression du PNN serait en faveur d’'un arrét de synthése de ces constituants méme si
I'hypothése de la dégradation n’est pas a exclure. La synthése du PNN chez I'adulte est trés
lente, comme en témoignent les études réalisées aprés l'utilisation de la chondroitinase
(Brackner et al., 1998). OTX2 semble étre un bon candidat comme signal déclencheur de la
régression, I'import d’'OTX2 étant dépendant de I'activité de FS-PV (Sugiyama et al., 2009).

Enfin, un récent papier de modélisation de I'interaction entre la matrice extracellulaire et le
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réseau neuronal se base sur deux hypothéses que mes travaux de thése appuient : (i) la
synthése des molécules constituant la matrice et des enzymes permettant de la dégrader est
contrélée par I'activité neuronale, (ii) les changements du niveau de densité de la matrice peut
en retour permettre la modulation de cette activité neuronale (Lanzarevich, I. et al., 2018). Nos
résultats expérimentaux sont en accord avec les résultats de cette étude théorique dans le
sens ou les FS-PV agiraient comme senseurs de I'activité neuronal dotés de la capacité a

réguler leur propre PNN.

L’inhibition de la transmission GABAergique et en particulier celle des FS-PV permet
de rouvrir la période critique (Fagiolini et al., 1994; Hensch, 2005; Harauzov et al., 2010;
Kuhlman et al., 2013). L’inhibition des FS-PV par I'activation de hM4Di pendant une journée
est suffisante pour rouvrir la période critique chez I'adulte (Kuhlman et al., 2013). Nos résultats
indiquent néanmoins que deux jours sont nécessaires pour induire une régression du PNN
chez I'adulte. |l faut cependant noter que nos expériences ont été réalisées a P55-P60, age
auquel le PNN a atteint sa densité adulte, alors que les expériences de Kuhiman et al. (2013)
ont été menées a P35, soit juste a la fermeture de la période critique. De plus les protocoles
de MD réalisés pour observer les changements de plasticité ont eux-mémes un effet sur le
réseau (Gordon and Stryker, 1996; He, 2006; Sawtell et al., 2003). En conclusion, notre étude
permet de mieux comprendre les mécanismes de régulation du PNN chez I'adulte. Ces
résultats apportent de nouvelles connaissances sur la régulation physiologique de ce réseau
périneuronal chez I'adulte et sur 'importance des interneurones FS-PV pour la modulation de

I’activité des microcircuits corticaux.
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Pour conclure, les résultats principaux de ma thése indiquent que l'inhibition des FS-
PV chez I'adulte entraine une régression de leur PNN et que cet effet n’est pas d0 a une
désinhibition par le réseau. Ces résultats soulignent aussi le fait que les mécanismes de
dégradation du PNN seraient activité-dépendants et propres a chaque cellule FS-PV. Nous
proposons le postulat suivant : les interneurones FS-PV agissent comme senseurs de I'activité
au sein de leur microcircuit et peuvent réguler leur propre PNN en fonction de leur activité.
D’un point de vue expérimental, nous avons adapté un protocole simple qui permet de
caractériser le réle des FS-PV dans la plasticité corticale. Quelques perspectives de mon

travail de thése sont discutées brievement dans la suite de cette partie selon deux axes.

Mettre en évidence l’effet cellule autonome du PNN observé avec l'activation du hM4Di dans

les cellules FS-PV: En pratique, toutes les cellules PV expriment hM4Di au sein de l'aire

injectée avec le virus hM4Di. Nous avons remarqué en marge de la zone transduite que les
cellules PV exprimant hM4Di ont une réduction de leur PNN contrairement aux cellules PV
voisines n’exprimant hM4Di. Cette observation indique que la régulation du PNN serait cellule-
autonome et que chaque cellule PV régule son propre PNN. Cette possibilité est étayée par
I'expression de génes clés a la synthése et a la dégradation du PNN dans les FS-PV (Okaty
et al., 2009; Rossier et al., 2015; Tasic et al., 2016). Obtenir une transduction plus mosaique
et déterminer une méthode de corrélation entre I'intensité de fluorescence de WFA et l'intensité
de fluorescence liée a I'expression du virus au sein d’'une méme cellule permettraient d’avoir

une mesure quantitative de notre observation.

Accélérer la _maturation du PNN pendant la période critique: Notre protocole d’utilisation

d’outils chemogénétiques pour altérer I'activité d’'un type cellulaire dans le cortex visuel devrait
nous permettre de tester le role de I'activité des interneurones FS-PV dans la maturation de
leur PNN. La contribution des FS-PV dans la synthése du PNN est connue mais il n’y a pas
pour l'instant de corrélation directe entre leur niveau d’activité et la synthése du PNN. La
période critique pour le cortex visuel primaire chez la souris commence a peu pres a I'ouverture
des yeux (P12) et connait son pic un mois aprés la naissance. Il est cependant possible de
jouer sur cet intervalle en augmentant ou réduisant la fonction GABAergique (Hensch, 2005).
La mise en place du PNN est concomitante avec la fin de la période critique. De plus, le PNN
étant considéré comme le facteur permissif clé qui permet I'établissement de la plasticité de
dominance oculaire pendant la période critique (Galtrey and Fawcett, 2007), nous émettons
'hypothése qu’augmenter I'activité des cellules FS-PV pendant la période critique accélére la
maturation du PNN. Réaliser une injection stéréotaxique a PO et observer les effets de
I'activation du DREADD excitateur hM3Dq dans les FS-PV a P20 via notre méthode d’analyse
nous permettraient de mieux comprendre le role des FS-PV et de leur PNN dans la mise en

place de la période critique.
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The cerebral cortex is composed of numerous cell types exhibiting various morphological, physiological, and molecular features. This diversity
hampers easy identification and characterization of these cell types, prerequisites to study their specific functions. This article describes

the multiplex single cell reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) protocol, which allows, after patch-clamp recording in

slices, to detect simultaneously the expression of tens of genes in a single cell. This simple method can be implemented with morphological
characterization and is widely applicable to determine the phenotypic traits of various cell types and their particular cellular environment, such as
in the vicinity of blood vessels. The principle of this protocol is to record a cell with the patch-clamp technique, to harvest and reverse transcribe
its cytoplasmic content, and to detect qualitatively the expression of a predefined set of genes by multiplex PCR. It requires a careful design

of PCR primers and intracellular patch-clamp solution compatible with RT-PCR. To ensure a selective and reliable transcript detection, this
technique also requires appropriate controls from cytoplasm harvesting to amplification steps. Although precautions discussed here must be
strictly followed, virtually any electrophysiological laboratory can use the multiplex single cell RT-PCR technique.

Video Link

The video component of this article can be found at https://www.jove.com/video/57627/

Introduction

The cerebral cortex comprises numerous cell types involved in various physiological processes. Their identification and characterization, a
prerequisite to the understanding of their specmc functions, can be very challenging given the large morphological, physiological, and molecular
diversity that characterizes cortical cell types

Single-cell multiplex RT-PCR is based on the combination of patch- clamp and RT-PCR techniques. It can probe simultaneously the expression
of more than 30 predefined genes in electrophysiologically identified cells®. The inclusion of a neuronal tracer in the recording pipette further
allows the morphological characterization of the recorded cells after histochemical revelation®”#%" |tis a very useful technique for the
classification of neuronal types based on multivariate analysis of their phenotypic traltss’g’10'11’12’13’14 Single cell multiplex RT-PCR is also suited
to the characterization of non-neuronal cells such as astrocytes 15.16,17 , and can be virtually applied to every brain structure 81920212223 g cel|
type, assuming they can be recorded in whole-cell configuration.

This technique is very convenient for the identification of cellular sources and/or targets of transmission systems7'8'15'16'20‘21'24'25'26'27‘28

especially when specific antibodies are lacking. It relles on patch-clamp recordings from visually identified cells®, and thus also allows the
targeting of cells in a specific cellular environment®'®". Furthermore since the cytoarchitecture of brain tissue is preserved in braln slices, this
approach also enables study of the anatomical relationships of the characterized cells with neuronal and non-neuronal elements”®

Since this technique is limited by the amount of harvested cytoplasm and by the efficiency of the RT, the detection of MRNA expressed at low
copy number can be difficult. Although other approaches based on RNaseq technology allow to analyze the whole transcriptome of single
cellg®#3031 , they need high-throughput expensive sequencers not necessarily available to every laboratory. Since the single cell multiplex RT-
PCR techmque uses end-point PCR, it only requires widely available thermocyclers. It can be easily developed in laboratories equipped with
electrophysiological set-ups and does not require expensive equipment. It can provide, within one day, a qualitative analysis of the expression of
a predefined set of genes. Thus, this approach offers an easy access to the molecular characterization of single cells in a rapid manner.
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All experimental procedures using animals were performed in strict accordance with French regulations (Code Rural R214/87 to R214/130) and
conformed to the ethical guidelines of both the European Economic Community (86/609/EEC) and the French National Charter on the ethics of
animal experimentation. All protocols were approved by the Charles Darwin ethics committee and submitted to the French Ministry of Education
and Research (Approval 2015 061011367540). The IBPS animal facility is accredited by the French authorities (A75-05-24).

1. Preliminary Considerations

Note: To avoid contaminations, conform to the following recommendations before undertaking single cell RT-PCR after patch-clamp.

Do not use plasmids containing genes of interest in the laboratory as they are a potential source of contamination.

Reserve a lab bench away from the gel electrophoresis room to prepare PCRs.

Dedicate a set of pipettes and aerosol resistant filter tips to manipulate DNA and RNA at concentrations lower than 1 ng/uL. Never use these
to analyze PCR products.

Always use RNase- and DNase-free products and wear gloves.

Use dedicated chemicals for preparing internal patch-clamp solutions. Never use a spatula but rather weighing paper to weigh powders.

Use a dedicated pH electrode and pH standard solutions, as they can be a source of contamination (e.g., RNase).

Store borosilicate glass capillaries; 20 pL long, fine and flexible tips; a 20 puL micropipette; a home-made expeller (patch-clamp pipette holder
attached to a 10 mL syringe); 500 yL PCR tubes; 10 pL aerosol resistant filter tips; and thin permanent markers in a dedicated box (Figure
1).

wN =

Nooks

2. Primer Design

Note: Multiplex RT-PCR relies on two amplification steps. During the first PCR, all the genes of interest are co-amplified by mixing together
all PCR primers. To detect reliably transcripts from single cells, it is essential to design efficient and selective PCR primers. The use of nested
(internal) primers for the second rounds of PCR improves both the specificity and the efficiency of the amplification.

1. Retrieve the curated mRNA sequences of the genes of interest in NCBI Reference Sequence Database® as well as those of their related
family (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/).
1. Enter the name of the gene(s) and the species of interest as a query and click on the retrieved relevant sequence.
2. To restrict the analysis to the coding sequence of the gene(s), click on Send to (upper right corner), and select Coding sequences
and FASTA Nucleotide as format. Then click on Create File and save the FASTA sequence using a ".nt" file extension.

2. Use MACAW software® (Multiple Alignment Construction & Analysis Workbench) or any other multiple alignment software to determine the
regions of homology.

1. Click on File | New Project... and select DNA as the sequence type. To import the gene sequences, select Sequence | Import
Sequence... and load a ".nt" file. Repeat the procedure for all related sequences.

2. Click and drag all sequences in the Schematic window to select the entire sequences.

3. Search the regions of homology by selecting Alignment | Search for Blocks... (CTRL+S). Select Segment pair overlap in Search
Method. Adjust the Pairwise score cutoff to a relatively high value (e.g., 1,000) and the Min. seqs. per block to the total number of
sequences to align and click on Begin.

4. In the appearing Search Result window, select the result(s) with the highest MP-score and click on Link. If no result is found, decrease
the Pairwise score cutoff and/or the Min. seqs. per block.

5. To facilitate the visualization of homologous regions, select Alignment | Shading | Mean score.

6. Select unlinked parts of the sequences and repeat the steps 2.2.3-2.2.4 to potentially determine other regions of homology with a
lower MP-score.

7. To obtain the most specific primers, select the regions with the least sequence homology.

3. Fetch the sequences of all splice variants and repeat steps 2.2.1-2.2.6. Select their common regions for an overall detection. Consider
alternative cassettes for dedicated splice variants analyses 20.34,35.36
4. Align the mRNA sequences on the animal model genome using BLAST genomes (Basic Local Alignment Search Tool) to determine the
intron-exon structure of the genes (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
1. Select the BLAST mouse genome by clicking on Mouse and upload the retrieved FASTA sequence in the Enter Query Sequence
section. In the Program Selection, select Optimize for Highly similar sequences (megablast), then click on the BLAST button.
2. In the Descriptions section, select the alignment with the highest Identity (up to 100%). Make sure that it corresponds to the gene of
interest as indicated in features of the Alignments section.
3. Sort the alignment by Query start position in the same section to obtain the exons succession of the coding sequence. Note the start
and end positions of all hits which roughly correspond to the position of the introns on the query sequence (Figure 2A).

5. Select two different exons for the sense and antisense primers to differentiate easily cDNA from genomic DNA (gDNA) amplification based on
a size criterion (Figure 2).
Note: The amplification of gDNA can occur at a low frequency when the nucleus is harvested with the cytoplasm. Thus, it is essential to
design intron overspanning primer pairs (Figure 2A). In case of intron-less genes, the collection of the nucleus is problematic as it can lead
to potentially confoundlng results. To address this issue, include a set of primers aimed at amplifying an intronic sequence to probe for the
presence of gDNA If the genomic control is positive, the results for all intron-less genes must be discarded.
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1.
12.

To achieve an efficient amplification, select primers generating amplicons with a length ideally comprised between 200 and 400 base pairs
(Figure 2).

To amplify simultaneously various cDNAs during the multiplex PCR step, design primers with a length between 18 and 24 nucleotides and a
melting temperature (Tm) between 55 and 60 °C.

To minimize the formation of secondary structures, which reduce the amplification yield, select sense and anti-sense primers with minimal
hairpin and duplex lengths (Figure 2B).

Design internal primers using the same criteria (steps 2.5-2.8).

. Verify the specificity of the PCR primers by aligning the primers on the Reference RNA Sequence Database of the organism of interest using

a nucleotide BLAST.
1. In BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), click on nucleotide BLAST. Paste the sequence of a primer in the Enter Query
Sequence.
2. Inthe Choose Search Set section, click on Others (nr etc.), select Reference RNA sequences (refseq_rna) in the Database option
and specify the organism (e.g., Mus musculus (taxid:10090)) to restrict the analysis to the desired species.
3. In Program Selection select Optimize for Somewhat similar sequences (blastn). In the Algorithm parameters section reduce the
word size down to 7 to increase the chance to obtain hits.

To design selective primers, keep only those whose sequence has at least 3 mismatches with undesired cDNAs when possible.
Order desalted primers at a relatively high concentration (e.g., 200 uM) to ensure that all external primers can be mixed together at a final
concentration of 1 M.

3. Preparation of RT Reagents

1.

2.
3.
4

5x RT-mix: Prepare in RNase-free water 400 pL of working RT mix solution (5x) containing random primers at 25 yM and dNTPs at 2.5 mM
each. Store this working mix as 20 pL aliquots in 500 pL tubes.

20x Dithiothreitol (DTT): Prepare 1 mL of 0.2 M DTT in RNase-free water and store it as 50 pL aliquots.

Store 2,500 U of RNase inhibitor (40 U/uL) and 10,000 U of reverse transcriptase (RTase, 200 U/uL) as 5 uL aliquots.

To ensure an optimal quality of the RT reagents, store the aliquots at -80 °C. Use them for up to 10 cells and only for one day.

4. PCR Validation

1.

Prepare cDNAs by doing a reverse transcription on a relatively large amount of total RNA (typically 1 pg) extracted*® from the structure of
interest.
1. Do not use the pipettes dedicated to single cell RT-PCR for these preliminary steps but use the RNase-free pipettes. Dilute total RNA
down to 1 pg/pL.
2. Ina 500 pL PCR tube, add 1 pL of diluted total RNA and 8 uL of RNase-free water. Denature at 95 °C for 1 min and cool down the tube
on ice.
3. Add 4 pL of RT 5x buffer supplied by the manufacturer, 4 pL of RT mix solution, 1 L of RTase, 1 pL of RNase inhibitor, and 1 pL of 200
mM DTT (see Section 3).
4. Flick the tube, spin it, and incubate overnight at 37 °C.
5. Store the cDNAs at -80 °C for up to several years. Prepare an aliquot of cDNAs diluted to 1 ng/pL of total RNAs equivalents.

Mix and dilute each primer pair at 1 uM with the pipettes dedicated to single cell RT-PCR. Use 20 pL of each primer mix for 100 pL PCRs.
On ice, prepare for each primer pair a premix containing: water (g.s., 80 pL), 10 pyL of 10X buffer, 1 pyL of 100x dNTPs (50 uM each), 500—
1,000 pg of cDNA diluted at 1 ng/pL, and 0.5 pL (2.5 U, 5 U/pL) of Taq polymerase.

Use PCR tubes that tightly fit the wells of the PCR machine for an optimal temperature control. Add 2 drops (~100 yL) of mineral oil to the
premix without touching the wall or the cap of the PCR tube.

To minimize the formation of primer-dimers, perform a hot start by placing the PCR tubes in the thermocycler pre-heated at 95 °C. After 30 s,
quickly expel 20 yL of the primer mix on top of the oil.

After 3 min at 95 °C, run 40 cycles (95 °C, 30 s; 60 °C, 30 s; 72 °C, 35 s) followed by a final elongation step at 72 °C for 5 min.

Analyze 10 pL of each PCR products by agarose gel electrophoresis (2%, weight/volume)ag. If some PCR products do not have the expected
size, re-design other primers (see Section 2).

Caution: Ethidium bromide is an intercalating chemical that can induce DNA mutations. Consult the local safety office before using it. Always
wear gloves when manipulating it. Use a commercially available solution of ethidium bromide (10 mg/mL) solution instead of powder to
minimize the risk of inhalation. Similarly, UV light can be harmful, so make sure to wear UV protection safety glasses or a mask. Withdraw
soiled gels, tips, gloves, and buffer in containers dedicated to ethidium waste.

Once all primer pairs have been individually validated, test the multiplex protocol (Figure 3).

1. Mix and dilute all external primers together at 1 uM. Store the multiplex primers mix at -20 °C for up to several weeks.

2. Onice, prepare a premix containing: water (g.s., 80 L), 10 uL of 10X buffer, 1 uL of 100x dNTPs (50 uM of each), 500-1,000 pg of
cDNAs diluted at 1 ng/uL, and 0.5 pL (2.5 U, 5 U/uL) of Taq polymerase.

3. Flick the PCR tube, spin it, and add two drops (~100 pL) of mineral oil.

4. Perform a hot start as described in step 4.5 with 20 yL of multiplex primer mix. After 3 min at 95 °C, run 20 PCR cycles identical to
those of step 4.6.

5. Prepare a number of PCR tubes identical to the number of genes to analyze. Prepare a premix as in step 4.8.2, but using 1 pL of the
first PCR product per gene as template. Adjust all the volumes according to the number of genes to analyze and consider using 10% of
extra volume to compensate for pipetting errors.

6. Shake gently, spin the tube, dispatch 80 pL of premix in each PCR tube, and add two drops (~100 pL) of mineral oil per tube without
touching the wall or the cap of the tubes.

7. Perform a hot start (see step 4.5) by expelling 20 yL of internal primer mix prepared in step 4.2. Run 35 PCR cycles identical to step
4.6.
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8. Analyze the second PCR products by agarose gel electrophoresis. Make sure that every second PCR generates an amplicon of the
expected size. In case of inefficient or nonspecific amplifications, re-design new primers (steps 2.5-2.12) and validate them (steps 4.2—
4.8).

5. Preparation and Validation of Intracellular Patch-clamp Solution

Note: The following protocol describes the preparation and validation of a K*/gluconate based internal solution, but virtually any type of patch-
clamp solution can be used as long as it does not hamper the efficiency of the RT-PCR. Wearing gloves is mandatory to obtain an RNase-free
internal solution.

1.
2.
3

o oA

10.

1.
12.
13.

For 60 mL of internal patch-clamp recording solution, prepare extemporaneously 10 mL of 0.1 M KOH.

Dissolve 11.4 mg of EGTA (0.5 mM final) in 0.9 mL of 0.1 M KOH.

Add 40 mL RNase-free water and dissolve 2.02 g of K-gluconate (144 mM final), 143 mg of HEPES (10 mM final), and 180 pL of 1 M MgCl,
(3 mM final).

Adjust the pH to 7.2 by adding ~6 mL of 0.1 M KOH.

Adjust the osmolarity to 295 mOsm with ~13 mL of RNase-free water.

Since the internal solution is also used as a buffer for the reverse transcription, carefully control Mg2+ concentration. Compensate for a lower
Mg2+ concentration in the internal solution by adding MgCl, afterwards to reach a final concentration of 2 mM in the RT reaction.

To label the harvested cell after patch-clamp recording, add 2—5 mg/mL of RNase-free biocytin to the internal solution described above (steps
5.1-5.5).

Filter (0.22 um pore size) the internal solution and store it at -80 °C as 100-250 pL aliquots.

To validate the use of the internal solution for single-cell RT-PCR, add 0.5 pL of total RNAs diluted at 1 ng/uL to 6 pL of patch-clamp solution
and leave it on the bench for about 30 min.

With a 2 uL micropipette, add 2 pL of 5x RT-mix, 0.5 pL of 20x DDT, 0.5 yL RNase inhibitor, and 0.5 pL RTase, and incubate overnight at 37
°C.

Spin the tube. On ice add water (g.s., 80 pL), 10 pL of 10X buffer, and 0.5 pL (2.5 U, 5 U/uL) of Taqg polymerase.

Perform 40 cycles of PCR using a set of validated primers (steps 4.4—4.6).

Analyze the PCR products by agarose gel electrophoresis (see step 4.7) and verify that they have the expected size.

Note: Omitting the 0.5 L of total RNA and replacing it with 0.5 uL RNase-free water will ensure that the internal solution is free of RNA and/
or DNA contaminations.

6. Acute Slice Preparation

Note: This protocol describes the slicing procedure for juvenile (i.e., less than 28 postnatal days) male and female mice. Other cutting solutions,
such as sucrose-based artificial cerebrospinal fluid (aCSF) are also usable®.

1.

2.

Prepare 2 L of aCSF containing (in mM) 125 NaCl, 2.5 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 1.25 NaH,PO,, 26 NaHCO3;, 10 Glucose, and 15 Sucrose. To
reduce glutamatergic activity during slice preparation, prepare a cutting solution by adding 1 mM of kynurenic acid.

Before slicing, prepare a dissection kit containing surgical scissors, fine iris scissors, two spatulas, forceps, a disc of paper filter, and
cyanoacrylate glue.

Use ice-cold cutting solution saturated with O,/CO, (95%/5%) and cool down the cutting chamber at -20 °C.

Anesthetize the mouse with a small paper towel soaked with isoflurane. After ~2 min, make sure that the mouse is under deep anesthesia by
verifying the absence of response to paw pinch.

Quickly decapitate the mouse. Remove the scalp and open the skull. Extract the brain carefully and place it into a small beaker filled with ice
cold (~4 °C) cutting solution oxygenated with O,/CO,.

Remove the cutting chamber from -20 °C conditions and remove moisture with a paper towel.

Carefully dissect the brain to isolate the region of interest, glue it on the cutting chamber, and add ice-cold cutting solution oxygenated with
0,/CO,.

Cut 300 um thick slices using a vibratome. Transfer them at room temperature in a resting chamber filled with oxygenated cutting solution
and allow them to recover for at least 0.5 h.

7. Single Cell RT-PCR after Patch-clamp Recording

ok

© N

Clean the perfusion system regularly with ~100 mL of 30% H,0O, solution and rinse extensively with ~500 mL of distilled water to avoid
bacteria growth, as it is an overlooked source of RNase contamination.

Chlorinate the filament with a patch pipette filled with concentrated bleach every harvesting day. Do not use a micropipette to fill the patch
pipette but rather a 20 pL long, fine, flexible tip attached to a 1 mL syringe. Then, rinse it extensively with RNase free water and dry it with a
gas duster.

Prepare a small box of ice containing 5x RT-mix and 20x DTT aliquots. Store the RTase and RNase inhibitor aliquots at -20 °C in a benchtop
cooler.

Transfer a slice into the recording chamber perfused at 1-2 mL/min with oxygenated aCSF.

Pull patch pipettes (1—-2 pm open tip diameter, 3-5 MQ) from borosilicate glass while wearing gloves and fill one of them with 8 pL of internal
solution. Keep in mind that the knobs of the pipette puller are a source of RNase contamination.

Place the pipette in the pipette holder while wearing new gloves and not touching the filament with fingers.

Approach the patch pipette with a positive pressure and perform whole-cell recordin1g to characterize the targeted cell (Figure 4).

In order to preserve the mRNAs, limit the time in whole-cell configuration to 20 min®".

At the end of the recording, prepare a 500 uL PCR tube filled with 2 pL of 5x RT Mix and 0.5 pL of 20x DTT, spin it, and store it on ice.
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10. Harvest the cell cytoplasm by applying a gentle negative pressure (Figure 4). Visually control that the cell's content comes inside the pipette
while maintaining a tight seal.
1. Avoid as much as possible collecting the nucleus if some intron-less genes are considered. In such a case always include a set of
primers aimed at amplifying gDNA to probe for genomic contamination.
2. If the nucleus is coming close to the tip of the pipette, release the negative pressure and move the pipette away from the nucleus.
Ensure that the tight seal is preserved and restart to collect the cytoplasm at the new pipette location.

11. Stop the harvesting when no more material is coming and/or before losing the tight seal.

12. Withdraw the pipette gently to form an outside-out patch to limit contamination by the extracellular debris (Figure 4) and to favor the closure
of the cell membrane for subsequent histochemical analysis.

13. Keep in mind that knobs, micromanipulators, computer keyboard, or computer mouse are potential sources of RNase contamination. If they
have been touched during the recording, change gloves.

14. Attach the pipette to the expeller and expel its content into the PCR tube by applying a positive pressure (Figure 1).

15. Break the tip of the pipette into the PCR tube to help the collection of its content.

16. Briefly centrifuge the tube, add 0.5 pL of RNase inhibitor and 0.5 pL of RTase, mix gently, centrifuge again, and incubate overnight at 37 °C.

17. Spin the tube and store it at -80 °C for up to several months until PCR analysis.

18. Perform the first amplification step directly in the tube containing the ~10 pL of RT products by adding water (g.s., 80 yL), 10 pL of 10x buffer,
and 0.5 pL (2.5 U) of Taq polymerase. Then, follow the instructions described in steps 4.8.2—4.8.8.

8. Histochemical Staining of the Recorded Cell (Optional)

1. Following the electrophysiological recordings, maintain the slice for 20 min in oxygenated aCSF to allow the diffusion of biocytin in the axonal
and dendritic tree.

2. Place the slice in a well of a 24-well plate and fix it overnight at 4 °C with 1 mL of 4% paraformaldehyde in 0.1 M Phosphate Buffer.

3. Wash the slices 4 times, 5 min each, with 1 mL Phosphate Buffered Saline (PBS).

4. In the same well, permeabilize and saturate the slice during 1 h at room temperature with 1 mL of PBS supplemented with 0.25% Triton
X-100 and 0.2% gelatin from cold water fish skin (PBS-GT).

5. Incubate overnight with a fluorescently labeled avidin diluted at 1/400 in 250-500 pL of PBS-GT.

6. Wash 5 times, 5 min each, with 1 mL of PBS and mount the slices.

Representative Results

A representative validation of multiplex RT-PCR is shown in Figure 3. The protocol was designed to probe simultaneously the expression of 12
different genes. The vesicular glutamate transporter vGluT1 was taken as a positive control for glutamatergic neurons*?. The GABA synthesizing
enzymes (GAD65 and GAD 67), Neuropeptide Y (NPY), and Somatostatin (SOM) were used as markers of GABAergic interneurons®>'". The
cyclooxygenase-2 enzyme (COX-2) was used as a marker of the pyramidal cell sub-population3’16.

The ATP1a1-3 subunits of the Na*/K* ATPase and the Kir6.2 and SUR1 subunits of the ATP-sensitive K™ channels were chosen to evaluate

the relationship between neuronal activity and metabolic states®®. Since Kir6.2 is an intron-less gene, the SOM intron was included as a

genomic control. The protocol has been tested on 1 ng of reverse transcribed total RNA extracted from mouse whole brain, which corresponds
approximately to the transcripts of 20 cells*. The multiplex PCR produced 12 amplicons of the expected size (Figure 3 and Table 1)
demonstrating the sensitivity and efficiency of the protocol. The negative control performed without RNA produced no amplicon (data not shown).

A layer V pyramidal neuron was visually identified by its large soma and a prominent apical dendrite (Figure 5A, inset). Whole cell recording
revealed typical electrophysiological properties of layer V regular spiking neurons®*>*€ with, notably, a low input resistance, long-lasting action
potentials, and pronounced spike frequency adaptation (Figure 5A). The molecular analysis of this neuron revealed the expression of vGIuT1
(Figure 5B), confirming its glutamatergic phenotype**°. This neuron also expressed SOM, ATP1a1, and 3 subunits of the Na*/K" ATPase.
Biocytin labeling of the recorded neurons confirmed a pyramidal morphology (Figure 5D).

As expected from glutamatergic neurons, the molecular analysis of 26 Iazyer V pyramidal cells revealed expression of VGIuT1, but neither of the
two GADs (Figure 5C). Markers of interneurons were rarely observed®*?*¢. cOX-2, chiefly expressed by layer II-1ll pyramidal celis®'®, was not
detected in layer V pyramidal cells. The ATP1a1 and 3 subunits were more frequently observed than the ATP1a2 subunit®. The Kir6.2 and SUR1
subunits were rarely detected in layer V pyramidal neurons, which is consistent with their preferential expression in upper Iayers“s. Care was
taken not to harvest the nuclei, resulting in a rare detection of SOM introns (3 out of 26 cells, i.e., 12%).

Copyright © 2018 Journal of Visualized Experiments June 2018 | 136 | e57627 | Page 5 of 12


https://www.jove.com
https://www.jove.com
https://www.jove.com

L]
lee Journal of Visualized Experiments www.jove.com

»
0
-
b
0
o
o
S O

Figure 1: Dedicated box for single cell RT-PCR. List of materials reserved for RT-PCR after patch-clamp. (1) Borosilicate glass capillaries, (2)
20 pL long, fine, flexible tips, (3) 20 uL micropipette, (4) home-made expeller, (5) 500 puL PCR tubes, (6) 10 uL aerosol resistant filter tips, and (7)
permanent markers. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2: PCR primer design strategy. (A) Schematic representation of the coding sequence of COX 2 cDNA aligned to the mouse
chromosome 2 sequence containing the COX 2 gene. Exons are represented by black boxes and introns on gDNA by white boxes. Note the
gaps in the cDNA corresponding to the intronic sequences on gDNA. Representative examples of bad and good oligonucleotides represented
as red and green arrows, respectively. Right and left arrows denote forward and reverse primers. (B) Sequences and secondary structures

of the oligonucleotides shown in (A). Left and right panels indicate hairpin self-complementarity and self-dimer formation, respectively. The

B1 oligonucleotide displays both a strong hairpin self-complementarity and dimer formation whereas the B2 oligonucleotide only shows dimer
formation. Both B3 and B4 oligonucleotides have no hairpin self-complementarity and no dimer formation; they are intron overspanning (A) and
have been selected as potential PCR primers (see Table 1). Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3: Validation of multiplex PCR. 1 ng of total RNA from mouse whole brain was subjected to a reverse transcription followed by two
rounds of PCR amplification. The 12 PCR products were resolved in separate lanes by agarose gel electrophoresis in parallel with ®x174
digested by Haelll. The second PCR products had sizes (in bp) predicted by the sequences: 153 (vGIuT1), 248 (GADG65), 255 (GAD67), 181
(COX 2), 220 (NPY), 146 (SOM), 183 (ATP1a1), 213 (ATP1a2), 128 (ATP1a3), 342 (Kir6.2), 211 (SUR1), and 182 (SOM;y). Please click here to
view a larger version of this figure.

Identification Approach Cell attached Whole cell

=

Morphology Outside-out Pipette withdrawal Harvesting
after harvesting
Figure 4: Patch-clamp harvesting in brain slices. Once a cell is visually identified, the recording pipette is approached with a positive pressure
in order to avoid cellular debris contamination at the tip of the pipette. Note the dimple on the membrane of this neuron. Positive pressure
is then interrupted in order to form a cell-attached configuration with a Gigaohm tight seal. Brief suctions are applied to switch to whole-cell
configuration. At the end of the recording, the cytoplasm is harvested by applying a gentle negative pressure into the pipette while maintaining
the tight seal. Note the shrinkage of the cell body during the harvesting procedure. The recording pipette is then gently withdrawn to form an
outside-out patch, which favors cell membrane closure for subsequent biocytin revelation, and preservation of harvested material in the patch
pipette. Reproduced from Cauli and Lambolez*’ with permission from the Royal Society of Chemistry. Please click here to view a larger version
of this figure.
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Figure 5: Characterization of layer V neocortical pyramidal cells. (A) Membrane potential response of a layer V pyramidal cell induced

by current pulses of -100, -40, -10, +60, +120, and +500 pA (bottom traces). The neuron displays a weak potential deflection after the initial
hyperpolarizing response (upper traces). In response to a supraliminal depolarization, the neuron discharged long-lasting action potentials with
slowly developing after-hyperpolarization (upper trace). Near saturation, the neuron discharged at a low frequency and exhibited a pronounced
adaptation (upper gray trace). Inset: infrared pictures of the recorded layer V pyramidal neuron. The pial surface is upward. Scale bar: 20 um.
(B) Multiplex RT-PCR analysis revealing expression of vGluT1, SOM, ATP1a1, and ATP1a3. (C) Gene expression profile in a sample of 26 layer
V pyramidal cells. vGluT1 was expressed in all neurons while GAD65, GAD67, and COX2 were never detected. NPY, SOM, Kir6.2, SUR1, and
SOM,; were rarely observed. Pyramidal cells expressed ATP1a3, 1 subunit of the Na*/K™ ATPase, and ATP102 to a lesser extent. (D) Maximum
intensity projection of confocal images showing biocytin labeling of the neuron recorded in (A). Please click here to view a larger version of this
figure.
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Gene / GenBank |External primers Size (bp) Internal primers Size (bp)
number
vGlut1 Sense, -113 259 Sense, -54 153
NM_182993
- GGCTCCTTTTTCTGGGGCTAC ATTCGCAGCCAACAGGGTCT
Anti-sense, 126 Anti-sense, 79
CCAGCCGACTCCGTTCTAAG TGGCAAGCAGGGTATGTGAC
GAD65 Sense, 99 375 Sense, 219 248
NM_008078
CCAAAAGTTCACGGGCGG CACCTGCGACCAAAAACCCT
Anti-sense, 454 Anti-sense, 447
TCCTCCAGATTTTGCGGTTG GATTTTGCGGTTGGTCTGCC
GAD67 Sense, 529 598 Sense, 801 255
NM_008077
- TACGGGGTTCGCACAGGTC CCCAGAAGTGAAGACAAAAGGC
Anti-sense, 1109 Anti-sense, 1034
CCCAGGCAGCATCCACAT AATGCTCCGTAAACAGTCGTGC
COX 2 Sense, 199 268 Sense, 265 181
NM_011198 CTGAAGCCCACCCCAAACAC AACAACATCCCCTTCCTGCG
Anti-sense, 445 Anti-sense, 426
CCTTATTTCCCTTCACACCCAT TGGGAGTTGGGCAGTCATCT
NPY Sense, 16 294 Sense, 38 220
NM_023456
CGAATGGGGCTGTGTGGA CCCTCGCTCTATCTCTGCTCGT
Anti-sense, 286 Anti-sense, 236
AAGTTTCATTTCCCATCACCACAT GCGTTTTCTGTGCTTTCCTTCA
SOM Sense, 43 208 Sense, 75 146
NM_009215
- ATCGTCCTGGCTTTGGGC GCCCTCGGACCCCAGACT
Anti-sense, 231 Anti-sense, 203
GCCTCATCTCGTCCTGCTCA GCAAATCCTCGGGCTCCA
ATP1a1 Sense, 1287 288 Sense, 1329 183
NM_144900
- CAGGGCAGTGTTTCAGGCTAA TAAGCGGGCAGTAGCGGG
Anti-sense, 1556 Anti-sense, 1492
CCGTGGAGAAGGATGGAGC AGGTGTTTGGGCTCAGATGC
ATP102 Sense, 1392 268 Sense, 1430 213
NM_178405 AGTGAGGAAGATGAGGGACAGG AAATCCCCTTCAACTCCACCA
Anti-sense, 1640 Anti-sense, 1623
ACAGAAGCCCAGCACTCGTT GTTCCCCAAGTCCTCCCAGC
ATP1a3 Sense, 127 216 Sense, 158 128
NM_144921 CGGAAATACAATACTGACTGCGTG TGACACACAGTAAAGCCCAGGA
Anti-sense, 324 Anti-sense, 264
GTCATCCTCCGTCCCTGCC CCACAGCAGGATAGAGAAGCCA
Kir6.2 Sense, 306 431 Sense, 339 342
NM_010602
- CGGAGAGGGCACCAATGT CATCCACTCCTTTTCATCTGCC
Anti-sense, 719 Anti-sense, 663
CACCCACGCCATTCTCCA TCGGGGCTGGTGGTCTTG
SUR1 Sense, 1867 385 Sense, 2041 211
NM_011510 CAGTGTGCCCCCCGAGAG ATCATCGGAGGCTTCTTCACC

Anti-sense, 2231

GGTCTTCTCCCTCGCTGTCTG

Anti-sense, 2231

GGTCTTCTCCCTCGCTGTCTG
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SOMint Sense, 8 240 Sense, 16 182
X51468 CTGTCCCCCTTACGAATCCC CTTACGAATCCCCCAGCCTT
Anti-sense, 228 Anti-sense, 178
CCAGCACCAGGGATAGAGCC TTGAAAGCCAGGGAGGAACT

Table 1. Sequences of first and second PCR primers. The position of each PCR primer and their sequences are given from 5' to 3'. Except for
the somatostatin intron, position 1 corresponds to the first base of the start codon of each gene.

Single cell multiplex RT-PCR after patch-clamp can simultaneously and reliably probe the expression of more than 30 genes in
electrophysiologically identified cells®. Analyzing gene expression at the single cell level requires highly efficient PCR primers. One of the most
limiting steps is collection of the cell's content. Its efficiency depends on the diameter of the patch pipette tip, which must be as large as possible
while matching the cell size. Pipettes with a 1-2 pm open tip diameter were proven to be suitable for most neuronal types. It is also essential to
make sure that only the cellular content is collected, and not the surrounding tissue. This is achieved by controlling electrophysiologically the
preservation of a tight seal during the harvest. The formation of an outside-out patch configuration during pipette withdrawal further protects

the harvested cytoplasm from cellular debris. The success rate of the single cell multiplex RT-PCR also depends on mRNAs abundance of the
investigated cell type. For instance, the yield obtained with astrocytes, which express mRNAs in relatively low amounts®, is generally lower than
the one obtained with neurons and thus requires increasing sample size''%. Reverse transcription, which has a low efficiency in tubes48, is the
limiting reaction of single cell multiplex RT-PCR. It is therefore critical to use top quality reagents, to store them as aliquots at -80 °C, and to use
them only for one day. Finally, the DNA polymerase activity of the RTase is often an overlooked source of primer-dimer formation. To address
this issue, performing a hot start with primers is critical to increase the ampilification efficiency. In addition this will reduce the inhibitory effect of
RTase on the Tag DNA polymerase activity49.

The single cell multiplex RT-PCR technique is highly versatile. It has been extensively used in rodents'®1:13:19:20:345051.52.53.54 1t can be

adapted to virtually all animal models and genes assuming that tissue and gene sequences are available. Various patch-clamp solutions can
be used as long as they do not interfere with the RT-PCR on cell free assays. For instance internal solutions based on K* or Cs* cations, CI” or
gluconate have been successfully used®3841:%5

Classical false negative results stem from RNase contamination of the patch pipette filament and/or internal patch-clamp solution. Carefully
chlorinating the filament and validating the internal solution generally solve this problem. False negative results can also occur when a gene

is expressed at a low single cell level, since only a proportion of the cytoplasm is harvested. The harvesting quality can be increased by using
larger pipettes and/or by reducing the time of the whole-cell recording. Harvesting quality can be assessed by including a gene known to be
expressed at a low level in single cells®. False positive results can occur with bad tissue quality, in which the amount of contaminating cellular
debris is high. Testing the presence of debris is done by inserting a patch pipette into the slice without performing any seal and releasing the
positive pressure prior to the pipette removal. The presence of amplifiable materials is then probed by multiplex RT-PCR*, Silanizing the patch
pipette has also been used to reduce the collection of extracellular contaminants®®. Single cell PCR is a very sensitive technique that can detect
as little as a single copy of double stranded DNA®’. In the case of intron-less genes, the gDNA contained in the nucleus can also produce false
positives. Avoiding the collection of gDNA by placing the pipette away from the nucleus during the harvesting helps to solve this issue. The
presence of gDNA can be reliably probed by amplifying an intronic sequence®”.

The detection of MRNA molecules by RT-PCR becomes unreliable at 10 copies“, presumably because of the low efficiency of the RTase®,
and can lead to an under detection of low-abundance transcript526'42. This can be problematic in the case of intron-less genes. Indeed, avoiding
harvest of the nucleus reduces the amount of cytoplasm that can be collected and therefore the detection sensitivity. The combination of
single-cell RT-PCR after patch-clamp with biocytin labeling requires that the shape of the cell is maintained as much as possible (Figure 3).
Unavoidably, this reduces the amount of material that can be collected, thereby reducing the success rate. A compromise between cytoplasm
collection and preservation of cell morphology is mandatory.

Multiplex single-cell RT-PCR data are not quantitative as they only give information on whether cDNAs are present or absent in the collected
material. However, because of the detection limits described above, the occurrence of detection at the population level can reflect the abundance
of genes at the single cell level. Alternative approaches allow the generation of more quantitative data, but the technical constraints imposed by
their specific amplification strategies (i.e., relative qsuantification of homologous genes or RT-gPCR) largely restrict the number of genes that can
be simultaneously analyzed41'53’ 5.58,59,606162.63.64.6566 T recent combination of patch-clamp recordings and single cell RNaseq, referred to as
Patch-seq30'31, allows quantitative transcriptomic analysis of electrophysiologically-characterized cells. It is a new and promising approach, yet it

requires access to high-throughput sequencers and the data generated require time consuming analysis.
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