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INTRODUCTION






l. Le concept de mémoire sociale

Chez les mammiféres sociaux, la capacité a reconnaitre leurs congénéres est
fondamentale pour développer des relations et interagir avec d’autres individus. En
psychologie sociale, la cognition sociale concerne les processus mentaux impliqués
dans la perception de I'état d’esprit de I'autre et dans I'aptitude a anticiper les réactions
des interlocuteurs (Frith et Frith, 2005). La compréhension des informations sociales
repose sur des processus cognitifs comme la perception, lintégration, la
mémorisation, le raisonnement et I'interprétation (Frith et Frith, 2008).

La perception sociale, la catégorisation ou la mémorisation, qui permettent le
traitement de signaux sociaux et 'acquisition de savoirs sociaux (Frith, 2008) sont des
processus dits de bas niveau. Chez les rongeurs, la perception des informations
sociales se fait essentiellement par I'odorat, alors que chez les primates, cette
perception sociale s’effectue principalement via la vision et I'ouie pour permettre la
reconnaissance faciale et/ou vocale.

L’émergence du comportement social nécessite des capacités plus élaborées, dites
de haut niveau et désignées par le terme de la théorie de I'esprit. Ces capacités
permettent a un individu, d’effectuer un travail introspectif pour élaborer une
représentation des états mentaux de son interlocuteur (Frith, 2008). L’empathie est
une des capacités impliquée dans la théorie de I'esprit.

De nombreuses études ont cherché a déterminer les bases neurobiologiques sous-
tendant les processus de la cognition sociale, que ce soit pour des facultés de bas
niveaux comme la perception sociale ou pour des facultés de hauts niveaux comme
'empathie ou la capacité a attribuer des états mentaux aux individus ou a soi-méme.
Dans certain contexte pathologique, comme c’est le cas dans la maladie d’Alzheimer,
l'altération des structures impliquées dans la cognition sociale provoque une

modification de la capacité des individus a intégrer des informations sociales.

Il. La maladie d’Alzheimer

a. Geénéralité

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui se caractérise
par des altérations cérébrales et une diminution progressive des capacités cognitives
(notamment la mémoire et le langage) ainsi que des troubles psycho-



comportementaux. La découverte de cette pathologie en 1906 par Alois Alzheimer, a
été permise par la description du cas de sa patiente Auguste Deter qui présentait a 51
ans des déficits cognitifs, une désorientation, une aphasie, des idées délirantes et un
comportement imprévisible. Des analyses histo-pathologiques post-mortem ont
ensuite démontré une atrophie du cerveau, la présence d’agrégats diffus (plaques
amyloides) entre les neurones et de faisceaux denses de neurofibrilles. Ces deux
derniers éléments anatomiques sont aujourd’hui considérés comme des marqueurs
typiques de cette maladie (Moller et Graeber, 1998).

Aujourd’hui on sait qu’il existe deux types de MA : la forme familiale et la forme
sporadique. La forme familiale (FAD) concerne moins de 5 % des cas de MA et est
caractérisée par une apparition précoce des troubles cognitifs. Tous les cas de FAD
sont causeés par des mutations génétiques autosomiques dominantes des génes APP,
PSEN1 ou PSEN2 (Gotz et al., 2018). Toutes ces mutations affectent des génes
impliqués dans la voie protéolytique de la protéine précurseur amyloide (APP), ce qui
entraine une surproduction de peptides B-amyloide (AB). Aujourd'hui, plus de 33
mutations associées aux FAD ont été décrites pour le gene APP. Le géne PSEN1 code
la préséniline 1 et le PSEN2 la préséniline 2 qui font partie du complexe enzymatique
de la gamma-secrétase, qui est également impliquée dans la production d’ApB.

La forme sporadique de la MA concerne la grande majorité des patients atteints de
MA, soit plus de 95 % des cas. Elle apparait tardivement et a une origine
multifactorielle. Si 'age est I'un des principaux facteurs de risque de cette forme
sporadique, il existe un grand nombre de facteurs de risque comme les antécédents
de type traumatisme cérébral, les maladies vasculaires comme
I'hypercholestérolémie, I'hypertension, I'athérosclérose, les maladies coronaires, la
consommation de tabac, 'obésité et le diabéte (Mayeux, 2003 ; Barnes et Yaffe, 2011)

ainsi que l'isolement social (Fratiglioni et al., 2000).

b. Modifications structurales du cerveau au cours de la
maladie d’Alzheimer.

La progression de la pathologie est caractérisée par I'apparition et 'accumulation de

Iésions histologiques visibles lors d’examen post-mortem et par imagerie a résonance

magnétique fonctionnelle (IRMf) notamment les dégénérescences neurofibrillaires, les

plaques séniles et I'atrophie cérébrale (Perl 2010). Ces lIésions sont toujours



considérées comme les principales signatures histo-pathologiques de la MA et sont

utilisées pour confirmer le diagnostic clinique.

Les dégénérescences neurofibrillaires

Les enchevétrements neurofibrillaires (Neurofibrillary Tangles, NFT) sont composés
de protéines Tau hyperphosphorylées et constituent un facteur délétére impliqué dans
la survenue des troubles cognitifs de la maladie d’Alzheimer (Brion et al., 1985 ; Cho
et al., 2018). La protéine Tau est une protéine du cytosquelette neuronal et est
notamment impliquée dans 'assemblage des microtubules (Hirokawa et al., 1988). La
présence de protéines Tau hyperphosphorylées dans le cerveau des patients
Alzheimer, provoque la formation de structures filamenteuses ou d’agrégats aberrants
incapables de se lier aux microtubules. Les formes agrégées de la protéine Tau
seraient cytotoxiques (Khlistunova et al., 2006) et leur présence est associée aux
altérations cognitives des patients atteints de la MA (Buee et al., 2000). Les NFT
apparaissent progressivement au cours de la pathologie. Initialement, les premieres
NFT sont visibles au niveau du cortex entorhinal et de I'hippocampe. Par la suite, les
NFT se propagent dans les zones limbiques, pour enfin atteindre les zones corticales

(Figure 1).

transentorhinal limbic isocortical
-1 m-iv V-VI

Figure 1 : Evolution de la distribution spatiale des NFT dans la maladie d’Alzheimer.

On peut dénombrer 6 stades dans la tauopathie associée a la MA (I-VI). La propagation des
lésions de NFT est indiquée en rouge.

I-1l : Aux stades initiaux, les NFT sont localisés aux niveaux supérieurs du cortex transentorhinal.
lI-IV: Aux stades intermédiaires, des atteintes séveres sont décrites dans les régions
transentorhinales et entorhinales, et d’autres moins importantes dans I'hippocampe et dans
plusieurs noyaux sous-corticaux.

V-VI : Aux stades séveres, un développement massif de la pathologie neurofibrillaire dans les
zones d'association néocorticales est observé avec une augmentation des altérations dans les
régions touchées au cours des stades |-IV.

D’aprés Braak et Braak, 1991



Les plagues amyloides

Les plagues amyloides extracellulaires résultent de I'assemblage du peptide AB en
fibrilles puis en plaques. Le peptide amyloide qui compose ces plaques est
majoritairement constitué de 40 acides aminés (AB40) ou de 42 acides aminés (AB42).
La périphérie des plaques amyloides présente des couronnes de prolongements
neuritiques chargées de protéines Tau entrainant une réaction inflammatoire locale et
une dégénérescence (Selkoe, 1991). Les observations post-mortem du cerveau de
patients atteints de MA sporadique ou familiale montrent une forte accumulation du
peptide AB. Les agrégats extracellulaires A sont initialement retrouvés dans les zones
corticales primaires, puis avec le temps, deviennent visibles au niveau des aires
corticales associatives, notamment dans I'hippocampe pour enfin se répandre sur
'ensemble des cortex notamment le cortex sensori-moteur (Figure 2). Ces
observations ont conduit Hardy et Higgin en 1992 a exposer I'hypothése dite de la
cascade amyloide selon laquelle, I'accumulation extracellulaire du peptide Ap est a

l'origine des troubles cognitifs (Hardy et Higgins, 1992).

A B C

Figure 2 : Evolution de la distribution spatiale des dépé6ts amyloides dans la Maladie
d’Alzheimer.

L’augmentation de la nuance de gris indique une augmentation de dépdts amyloides.

A : Les dépb6ts amyloides sont d’abord localisés dans la partie basale de I’isocortex.

B : Pour s’étendre a toutes les aires corticales.

C : Au stade final, les dépdts amyloides sont présents sur I’ensemble de |’isocortex mais aussi
au niveau des aires motrices et sensorielles. D’apres Braak et Braak, 1991

c. Lacascade amyloide

Comme vu précédemment, I'AB est le principal constituant des plaques amyloides.
Cette accumulation d’Af dans le cerveau en condition pathologique est causée par la
protéolyse excessive de 'APP. Deux voies de protéolyse de 'APP sont décrites, une
voie non pathologique qui ne produit pas de peptide AR (non-amyloidogéne) et une

voie pathologique produisant I'AB et qui serait impliquée dans la MA (amyloidogéne)



(Figure 3). Ces deux voies different par les enzymes impliquées dans le clivage de

I'APP et par les résidus produits.

Figure 3 : lllustration schématique des voies amyloidogénes et non-amyloidogénes

Centre : La protéine précurseur amyloide-B (APP) est la cible de clivages protéolytiques en série.
Gauche : La a-secrétase est impliguée dans la voie non-amyloidogéne. Son clivage de I'APP
généere sAPP-a et le fragment C83 (APP C-terminale a 83 résidus). La protéolyse du fragment
C83 par la gamma-secrétase libére I'APP intracellulaire (AICD) et un court fragment appelé P3.

Droite : Dans la voie amyloidogéne, la B-secrétase clive APP pour générer sAPP-B et le fragment
C99 (APP C-terminal a 99 résidus). Ensuite, le clivage de C99 par la gamma-secrétase produit
le fragment AB et I'AICD. L'accumulation de I’A8 conduit a son oligomérisation et plus tard a son
agrégation en plaques amyloides. D’apres Rey et al., 2019

En condition non pathologique, 'APP est clivée par I'a-sécrétase puis par la y-
secrétase. Le premier clivage de I'APP par 'a-sécrétase produit deux fragments, la
partie APP soluble (sAPPa) libérée dans le milieu extracellulaire, et le fragment C83
(APP C-terminale a 83 résidus) qui reste ancré au niveau de la membrane plasmique.
Le complexe enzymatique y-secrétase clive ensuite le fragment C83, produisant le
domaine intracellulaire de 'amyloide (AICD) et le peptide p3, dont la fonction demeure
inconnue, est formé dans le milieu extracellulaire.

Pour la voie amyloidogéne, la 3-sécrétase ou enzyme de clivage de 'APP du site beta-

1 (BACE) clive APP, libérant la sAPPf3 au niveau extracellulaire et le carboxy-terminal



de 99 résidus (C99) au niveau transmembranaire. Enfin, la y-secrétase provoque la
formation du peptide AR et AICD apres le clivage du résidu C99 (Querfurth et La Ferla
2010). L’accumulation progressive du peptide AB soluble provoque la formation de

fibrilles pouvant s’agréger sous forme de plaques amyloides (Figure 3).

d. L’atrophie cérébrale

Les altérations tissulaires observées chez les patients atteints par la MA sont
associées a une atrophie cérébrale se traduisant par 'amincissement du cortex, un
élargissement des ventricules et des sillons corticaux (Perl, 2010). Aujourd’hui, la
mesure de I'épaisseur corticale en IRM permet de prédire la progression de la
pathologie. En effet, on peut constater un amincissement cortical dés le stade précoce
de la MA (Colliot et al., 2008 ; Bakkour et al., 2009). Ces atrophies sont localisées dans
les régions temporo-médiales, notamment dans I'hippocampe et 'amygdale, ainsi que
dans les régions préfrontales et pariétales (Singh et al., 2006). Ces régions sont

notamment impliquées dans la cognition sociale et les fonctions cognitives.

e. L’altération de l|a cognition sociale dans la maladie
d’Alzheimer

Les troubles cognitifs chez les patients atteints par la MA sont progressifs (Feldman et
al., 2005). La propagation des altérations cognitives peut étre déterminée a 'aide de
tests neuropsychologiques permettant de tester différents types de mémoire
(antérogrades/rétrogrades, épisodiques ou sémantiques). Dans les études cliniques le
MMSE (Mini Mental State Examination) est souvent utilisé. Le score maximum du
MMSE est de 30 : si le score est inférieur a 10, I'atteinte cognitive est jugée sévéere
(Sorbi et al., 2012 ; Folstein et al., 1975). Le MMSE permet de caractériser 4 stades
de la pathologie, du plus précoce au plus sévére, Mild Cognitive Impairment (MCI)
(MMSE : 29-26), Maladie d’Alzheimer légére (MAI) (MMSE : 26-15), Maladie
d’Alzheimer modérée (MAm) (MMSE : 15-10) et Maladie d’Alzheimer sévére (MAS)
(MMSE : 10-0) (Figure 4).



Figure 4 : Progression des symptomes de la MA et scores MMSE correspondant a chaque stade de la
pathologie.

MMSE : mini examen de I’état mental, MCI| mild cognitive impairment ;AVQ : Activité de la vie
quotidienne ;SPCD : symptdmes psychologiques et comportement. D’aprées Feldman et
Woodward, 2005.

Cependant, ces évaluations des atteintes cognitives et psychomotrices - incluant la
désorientation spatio-temporelle, troubles du langage (aphasie), des troubles du geste
(apraxie) et des atteintes des fonctions exécutives - ne mesurent pas vraiment les
troubles de la cognition sociale.

Pourtant, plusieurs altérations de nature sociale sont observées chez les patients
atteints par la MA, notamment la reconnaissance de soi-méme ou d’autrui et de
'expression émotionnelle. Les patients en stade Iéger de la MA, sont capables de
reconnaissance émotionnelle et de discrimination des émotions faciales simples. En
revanche, ils présentent des difficultés dans des taches plus subtiles notamment celle
qui consiste a relier une émotion a une situation donnée (Torres et al., 2015). Des
études longitudinales ont examiné la progression des troubles de reconnaissance de
I'expression faciale chez des sujets MCI et des patients MA modérés, par rapport a
des sujets sains de méme age. Les sujets MCI n’ont aucun probléme a reconnaitre les
expressions faciales. Les patients MA modérés présentent des difficultés a reconnaitre
la colére, le dégout, et la surprise alors que la capacité de reconnaissance de la joie
est conservée (Bediou et al., 2009 ; Maki et al., 2013 ; Kohler et al., 2005). Cette
altération de la discrimination des expressions faciales notamment aversives pourrait
étre causée par une altération de la région temporo-médiale et plus spécifiquement

'amygdale (Spoletini et al., 2008). Au-dela de ces troubles, les patients MA présentent
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des altérations de la reconnaissance des visages. Par exemple, la reconnaissance de
personnages célébres est plus difficile chez des patients MA légers comparée a des
personnes saines du méme age. Les performances sont encore plus faibles quand il
est nécessaire de mettre un nom, d’identifier ou méme de donner des informations
complémentaires sur cette personne (Small et al., 1997 ; Hodges et al., 1993). Ces
altérations sont encore plus prononcées dans les stades modérés et séveres de la
pathologie (Hodges et al., 1993). Des études plus récentes démontrent que les
patients MA Iégers mettent plus de temps a se reconnaitre ou a reconnaitre des
visages familiers, et ce déficit s’accentue chez les patients modérés (Kurth et al.,
2015).

Ces études démontrent que dés les premiers stades de la pathologie, les patients
présentent des modifications de la reconnaissance des visages et des émotions. Ces
troubles, ainsi qu’a l'incapacité des patients a se reconnaitre, augmentent avec la
pathologie. L'étude de la patiente K.R de 80 ans, en stade sévere de la MA, illustre
ces altérations de la cognition sociale (Hehman et al., 2005). Dans cette étude, la
patiente incapable de se reconnaitre sur des photographies de 40-80 ans alors qu’elle
se reconnait sur des photographies prises au cours des deux premieres décennies de
sa vie adulte (Hehman et al., 2005). Ces résultats suggerent que la mise a jour de la
représentation de soi et des informations sociales est altérée dans la MA. Ceci indique
aussi que les patients souffrant de formes sévéres de la MA sont dans I'incapacité de
mémoriser de nouvelles informations sociales.

L’altération des capacités de cognition sociale dans la MA est associée a la
modification des réseaux neuronaux qu’il convient d’étudier. Pour cela, I'utilisation de
modéles murins s’avere pertinente pour examiner les processus et mécanismes

cellulaires et fonctionnels de la cognition sociale.

lll.  Bases neurobiologiques de la cognition sociale chez les
rongeurs

Chez le rongeur, la cognition sociale est associée a la mémoire sociale et concerne la

capacité a reconnaitre et distinguer un individu connu/familier, d’'un autre individu,

indépendamment du contexte. La mémoire sociale est basée sur deux éléments : la

motivation des rongeurs a interagir avec leurs congénéres (sociabilité) et la capacité a

mémoriser un individu déja rencontré (reconnaissance et mémoire sociale). Ces

éléments peuvent étre quantifiés en situation expérimentale en mesurant I'attraction
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innée des rongeurs pour un congénére qui est nouveau et inversement, la baisse
d’intérét pour un congénére familier (Thor et Holloway, 1982).

De nombreux tests permettent de mesurer la motivation sociale chez les rongeurs.
L’un des paradigmes comportementaux les plus connus est le test a trois chambres
(Cf : Méthodes lll.a). Ce test consiste a évaluer la préférence des individus pour un
stimulus social (un nouveau congénere) plutét que pour un stimulus non social (objet)
(Moy et al., 2004). D’autres tests permettent de mesurer la reconnaissance sociale
chez les rongeurs (Cf : Méthodes lll.b). lIs exploitent la capacité naturelle des souris a
s’habituer a un individu familier et a exprimer un grand intérét pour un individu
nouveau. lls permettent de déterminer la capacité des souris a discriminer une souris
nouvelle, d’une souris familiére (Moy et al., 2004). La mémoire sociale est mesurée
par un test a 5 essais au cours desquels une méme souris est présentée 4 fois,
entrainant une habituation ; au 5™ essai un nouvel individu est présenté (Kogan et
al., 2000 ; Hitti et Siegelbaum, 2014), entrainant un regain d’intérét.

Chez I'humain, la théorie de I'esprit est définie comme la capacité a se mettre a la
place de linterlocuteur en prenant en compte ses sentiments, ses besoins et ses
désirs ; 'empathie serait donc une aptitude primordiale. Il existe des protocoles
comportementaux permettant de mesurer 'empathie chez le rongeur, par exemple en
évaluant la modulation de la réponse a la douleur observée au contact d’'un congénére.
En effet, chez la souris, la présence d'un congénére familier induit un effet
hypoalgésique et réduit les crampes abdominales d’un individu ayant recu une
injection intrapéritonéale d’acide acétique. En revanche, la mise en présence de deux
souris rendues malades potentialise leur douleur et augmente le nombre de crampes
abdominales (Langford et al., 2006). De la méme fagon, la présence d’'une souris
familiére aprés un choc électrique limite le score d'immobilisation posturale (freezing)
chez la souris (Chen et al., 2009 ; Kim et al., 2012)

Les structures cérébrales impliquées dans la motivation sociale ou la sociabilité, la
reconnaissance sociale, la mémoire sociale et 'empathie ont été identifiées a I'aide
des paradigmes évoqués ci-dessus. Les rongeurs présentent des homologies avec les
primates concernant les mécanismes neuronaux et les structures impliquées dans la

cognition sociale, permettant d’envisager des études transrationnelles.
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a. Le cortex préfrontal (PFC)

Il a été montré que le PFC des primates, notamment ses régions ventromédiane,
meédiane et dorsomédiane, présente une certaine homologie avec les régions frontales
des rongeurs, telles que le cortex cingulaire antérieur, les aires prélimbiques et les

aires infralimbiques (Bicks et al., 2015) (Figure 5).

Figure 5 : Schéma des régions préfrontales impliquées dans la cognition sociale chez I’lhumain et chez
la souris.
La région en bleu dans le cerveau humain correspond a l'aire prélimbique (PL) chez le rongeur,

la région en rouge dans le cerveau humain correspond au cortex cingulaire antérieur (ACC)
chez le rongeur et enfin la région en vert chez I’humain correspond au cortex infralimbique (IL)
chez le rongeur. D’apres Bicks et al., 2015

La possibilité d’effectuer des lésions ciblées et d’inactiver des populations neuronales
spécifiques a permis d’acquérir une bonne connaissance des circuits neuronaux qui
sous-tendent les différents aspects de la mémoire sociale des rongeurs. Chez le rat,
la Iésion du cortex orbitofrontal par injection d’acide quinoléique augmente I'agressivité
sans diminuer la motivation a interagir avec un congénére (Rudebeck et al., 2007),
démontrant ainsi l'implication de cette structure dans les réponses eémotionnelles.
Inversement, la Iésion du cortex cingulaire antérieur provoque une perte de la
reconnaissance sociale sans modifier 'agressivité de I'animal (Rudebeck et al., 2007).
Une autre étude chez la souris montre que la Iésion du cortex prélimbique (PrL) induit
une augmentation de la durée d’interaction sociale, par rapport aux souris controles
(Avale et al., 2011). La Iésion du PrL semble provoquer une désinhibition du processus
attentionnel dans le cas d’actions menant a une récompense, comme une interaction
sociale (Avale et al., 2011). Les auteurs suggerent que l'aire PrL serait impliquée dans
la flexibilité comportementale et le passage d’'un processus attentionnel a un autre
(Ragozzino et al., 1999 ; Rich et Shapiro, 2009). De plus, le PFC médian est impliqué
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dans la discrimination des signaux olfactifs sociaux, suggérant son implication dans le
processus de catégorisation des stimuli olfactifs (Levy et al., 2019).

En conclusion, le PFC agirait comme un centre régulateur pour de nombreux domaines
comportementaux chez le rongeur. Différentes régions du PFC sont par ailleurs
impliquées dans la motivation, ['attention, la catégorisation et la flexibilité
comportementale, qui sont des fonctions essentielles pour la reconnaissance sociale

et la mémoire sociale.

b. Le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus

Chez les primates comme chez les rongeurs, le noyau paraventriculaire (PVN) de
I’hypothalamus est une région importante pour la modulation de la sociabilité et de la
meémoire sociale. Cette structure cérébrale a la particularité de posséder des neurones
qui produisent et liberent les neurotransmetteurs et neuromodulateurs ocytocine et
arginine-vasopressine  (AVP). L'ocytocine et [I'AVP sont des peptides
neurohypophysaires, synthétisés dans le PVN et le noyau supraoptique (NSO)
(Gainer, 1998). Les fonctions actuellement connues de ces deux neuromodulateurs

sont présentées dans les paragraphes suivants.

Figure 6: Hybridation in situ Otxr et Avprlb dans [|'hippocampe de souris adulte
(https://atlas.brain-map.org/)

L’ocytocine

Dans le PVN, deux populations neuronales exprimant I'ocytocine ont été identifiées :
les neurones magnocellulaires qui projettent dans la neurohypophyse, et les neurones
parvocellulaires qui projettent dans de nombreuses régions cérébrales (Gainer, 1998).
Ces neurones parvocellulaires envoient des projections dans des régions clés pour la

modulation des comportements sociaux chez le rongeur, notamment I'hippocampe
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ventral et dorsal, le cortex entorhinal, les bulbes olfactifs et les noyaux du raphé
(Argiolas et Gessa, 1991). Ainsi, des récepteurs a ocytocine sont présents dans les
bulbes olfactifs, le cortex piriforme, le PVN, le raphé dorsal, les noyaux supraoptiques,
et dans les aires CA2 et CA3 et le gyrus denté de I'hippocampe (Gimpl et Fahrenholz,
2001 ; Vaccari et al., 1998 ; Hernando et al., 2001 ; Young et al., 2006) (Figure 6). Si
la concentration en ocytocine cérébrale dépend de la région considérée, elle varie
aussi selon l'individu. En effet, les souris méles et femelles ne présentent pas les
mémes niveaux d’ocytocine dans le cerveau. De plus, une souris nullipare présente
moins d’ocytocine qu’une souris ayant déja mise bas (Mitre et al., 2016). Les premiéeres
découvertes sur la fonction de I'ocytocine chez I'animal proviennent des travaux de
Pedersen et Prange qui ont montré que I'administration intra-cérébro-ventriculaire
d’ocytocine déclenche un comportement maternel chez les rattes nullipares (Pedersen
et Prange, 1979) et renforce la mémoire sociale chez le rat male. L’'ocytocine joue
également un réle dans les fonctions reproductrices, notamment dans la modulation
du cycle ovarien (Fuchs et al., 1998). Par ailleurs, I'infusion d’ocytocine dans les bulbes
olfactifs améliore la mémoire sociale de rats males (Dluzen et al., 1998). A l'inverse,
l'infusion d’'un antagoniste des récepteurs a ocytocine dans cette région ne perturbe ni
la reconnaissance sociale, ni la mémoire sociale, mais entraine une diminution des
interactions sociales, suggérant que I'ocytocine libérée dans les bulbes olfactifs agirait
sur la motivation sociale et renforcerait ainsi la mémoire sociale (Dluzen et al., 1998).
L’utilisation de souris dont le géne codant I'ocytocine (Oxt) (Ferguson et al., 2000) ou
le récepteur de 'ocytocine (Oxtr) est invalidé (Takayanagi et al., 2005) a permis de
renforcer les hypothéses concernant I'implication de ce neuropeptide dans les
comportements sociaux, comme la mémoire sociale par exemple. En effet, ces deux
lignées de souris mutantes (Oxt et Oxtr) présentent une amnésie sociale (déficit de
reconnaissance sociale) (Ferguson et al., 2000 ; Takayanagi et al., 2005). Ces travaux,
et d’autres, mettent en évidence que I'ocytocine joue un réle crucial dans la modulation

des comportements sociaux chez le rongeur.

L’arginine-vasopressine (AVP)

Les récepteurs Avprib sont exprimés dans les bulbes olfactifs, le cortex piriforme, le
PVN, le noyau du raphé dorsal, le noyau supraoptique et I'hippocampe, notamment

dans I'aire CA2 (Lolait et al., 1995 ; Vaccari et al., 1998) (Figure 6). L’injection sous-
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cutanée d’AVP provoque une diminution de 'extinction de la réponse d'évitement et
de la mémoire sociale chez le rat méle, démontrant I'implication de ce neuropeptide
dans la régulation de I'apprentissage et de la mémoire sociale (De Wied, 1965).
L’infusion d’AVP dans les bulbes olfactifs améliore la capacité de mémoire sociale
chez les rats males, en augmentant le temps de rétention d’'un congénére présenté
auparavant. En revanche, l'infusion de I'antagoniste des récepteurs a 'AVP ne
perturbe ni la reconnaissance sociale, ni la mémoire sociale, mais diminue le temps
total d’interaction avec le congéneére. Ceci suggéere que, dans les bulbes olfactifs, la
vasopressine augmente la motivation sociale (Dluzen et al., 1998).

Des souris dont le géne codant le récepteur a vasopressine Avprib est invalidé ont
été générées dans les années 2000 et les méles de cette lignée présentent une forte
diminution de leur comportement agressif (Wersinger et al.,, 2002). Ces souris
montrent un déficit d’apprentissage et de mémoire sociale, alors que leur mémoire
spatiale est intacte (test de piscine de Morris) ainsi que leur niveau d’anxiété
(labyrinthe en croix surélevé) (Wersinger et al., 2002). De plus, leur déficit de mémoire
sociale n’est pas d0 a un trouble de lolfaction puisque ces souris Avprib-KO
conservent la capacité a discriminer des odeurs de souris males et femelles, et
présentent une activation intacte des neurones des bulbes olfactifs suite a la
présentation d’'une souris familiere (Wersinger et al., 2002 ; Wersinger et al., 2004).
L’ensemble de ces données indique que l'activation des récepteurs Avprib serait
impliquée dans la motivation sociale et dans la capacité a réagir de fagon appropriée,

en réponse a une agression sociale.

C. L’hippocampe

La formation hippocampique se compose de trois grandes sous-régions : le subiculum,
le gyrus denté (DG) et les cornes d’Ammon ; ces derniéres se subdivisent en 3 aires,
CA1, CA2 et CAS3, caractérisées par la morphologie des corps cellulaires et des
neurites (Lorente de NO, 1934), et le profil d’expression protéique de ces neurones
(Bienkowski et al., 2018) (Figure 7).
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Figure 7 :

Schéma de I'hippocampe de souris.
Les cornes Ammon (CAl en bleu,
CA2 en rouge et CA3 en orange) sont
représentées avec leurs différentes
couches (Stratum Oriens (SO),
Stratum Pyramidale (SP), Stratum
Radiatum (SR), Stratum lacunosum
moleculare (SLM), Stratum Lacidum
(SL).

Le gyrus denté (DG en vert) est
subdivisé en trois régions ( la couche
moléculaire (ML), la couche de
cellules granulaires (CGL) et le hilus.

Le DG est composé de deux sous-régions : la couche principale, elle-méme organisée
en deux lames (supérieure et inférieure) et le hile, qui s’étend entre ces lames. Le hile
comprend des cellules moussues, glutamatergiques, et des somas des neurones
inhibiteurs qui projettent sur I'aire CA3 (Figure 7). La couche principale est quant a elle
composeée de 1) la couche de cellules granulaires (CGL) ou sont situés les somas des
cellules granulaires, 2) la couche moléculaire (ML) ou sont localisées les arborisations
dendritiques des cellules granulaires et les axones provenant du cortex entorhinal qui
constituent la voie perforante, et 3) la couche sous-granulaire contenant les corps
cellulaires d’interneurones inhibiteurs ainsi que des cellules souches neuronales
quiescentes permettant la neurogénése hippocampique adulte.

Les cornes d’Ammon sont formées de 5 couches anatomiques qui ont des propriétés
fonctionnelles bien spécifiques. La couche supérieure, le stratum oriens (SO) contient
les dendrites basales des neurones pyramidaux et de certains neurones inhibiteurs
(interneurones) ainsi que quelques corps cellulaires neuronaux. Le stratum pyramidale
(SP), comprend la majorité des corps cellulaires des neurones excitateurs et
inhibiteurs de I'hippocampe. Les couches les plus internes de I'hippocampe, le stratum
radiatum (SR), le stratum lacidum (SL) et le stratum lacunosum-moleculare (SLM)
comprennent les dendrites respectivement proximales et distales des neurones
pyramidaux et des interneurones (Figure 7).

De par sa connexion avec de nombreuses structures impliquées dans l'intégration des
informations spatiales, sociales, émotionnelles et de catégorisation, 'hippocampe joue

un role fondamental dans le traitement et dans la sémantisation des informations.
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Par ailleurs, l'hippocampe semble étre impliqué dans la modulation de la
reconnaissance sociale chez les rongeurs, notamment grace a ses connexions avec
le PFCm, le cortex cingulaire antérieur et 'amygdale (Tanimizu et al., 2017). Les
premiers travaux suggérant limplication de I'hippocampe dans la régulation du
comportement social reposent sur l'injection intra-hippocampique d’'un antagoniste
Avprib chez le rat. Si l'injection est réalisée aprés la présentation d’'un individu
inconnu, la ré-introduction de ce méme individu ne provoque pas de diminution du
temps d’interaction, révélant un déficit de reconnaissance sociale (van Wimersma
Greidanus et Maigret, 1996). Ce sont les travaux de Kogan en 2000 qui réveélent
l'implication de I'hippocampe dans la mémoire sociale en montrant que sa lésion chez
la souris entraine une incapacité a reconnaitre une souris familiére (Kogan et al.,
2000). Cependant, depuis, peu d’études ont cherché a déterminer quelles sous-
régions de I'hippocampe sont impliquées dans la formation de la mémoire sociale. Plus
récemment, l'utilisation de marqueurs permettant d’identifier et de distinguer les
différentes sous-régions des cornes d’Ammon a permis de montrer que I'une de ces
sous-régions apparait particuliérement dédiée a la régulation des comportements

sociaux et la mémoire sociale.
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IV. L’aire CA2

Grace aux techniques anatomiques de Golgi, les observations de Lorente de NoO en
1934 lui permettent d’identifier 'aire CA2. La limite entre I'aire CA2 et CA3 est alors
définie comme I'extrémité du stratum lacunosum (lacidum) correspondant a la fin de
la couche de fibres moussues de l'aire CA3, alors que la limite entre les aires CA2 et
CA1 se situerait dans la zone ou on
observe un changement radical de la
taille et du nombre de neurones
pyramidaux  associée a un
élargissement de la couche
pyramidale de I'aire CA2 (Lorente de
NoO, 1934) (Figure 8).

Bien quutilisée pendant de
nombreuses annees, cette
description reste peu précise et ce
n'est que dans les années 2000 que
la localisation de l'aire CA2 est
précisée, permettant ainsi d’étudier
son implication dans les fonctions

cognitives.

Figure 8 : Représentation de I’hippocampe par Lorente de No, 1934

a. Implication de I'aire CA2 dans les fonctions cognitives

L’hippocampe est I'une des structures cérébrales les plus décrites dans la littérature
scientifique par I'étude de l'implication de différentes sous-régions telles que le DG, le
CA3 et le CA1 dans les processus cognitifs. En revanche, ce n’est que trés récemment
que le profil d’expression génique des neurones de I'aire CA2 a été établi, permettant
ainsi d’identifier certains marqueurs qui lui sont spécifiques par rapport aux autres
régions de I'hippocampe (https://atlas.brain-map.org/ : Lein et al., 2007). Cela a permis

le développement de souris transgéniques permettant la manipulation spécifique des
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neurones de cette région, conduisant a montrer le réle prépondérant de I'aire CA2
dans la mémoire sociale.

En effet, deux études ont levé 'ambiguité sur la nécessité de l'aire CA2 dans la
formation de la mémoire sociale. Une étude a examiné les conséquences
comportementales de lIésions induites par linjection de NMDA dans l'aire CA2
(Stevenson et Caldwell, 2014). Chez les souris Iésées, la reconnaissance sociale et la
capacité a former une mémoire sociale sont altérées. Cependant la non-spécificité des
Iésions provoque des dysfonctionnements d’autres régions de I'hippocampe telles que
'aire CA1 et CA3, et limite la compréhension de la contribution de I'aire CA2 dans la
mémoire sociale.

Une seconde étude, parue la méme année, est basée sur I'inactivation spécifique des
neurones pyramidaux de l'aire CA2 de souris Amigo2-cre par la surexpression de la
toxine tétanique (Hitti et Siegelbaum, 2014). La toxine induit la suppression de 'activité
des neurones pyramidaux de l'aire CA2 et provoque chez les souris une incapacité a
reconnaitre un congénére, et a former une mémoire sociale. De fagon intéressante,
cette manipulation ne perturbe pas la sociabilité des souris, ni les autres mémoires
hippocampo-dépendantes. L’ensemble de ces données montre que l'aire CA2 joue un
réle crucial dans la reconnaissance des individus et dans la mémoire sociale.

Par la suite, d’autres travaux ont mis en évidence limplication des systémes
vasopressine et ocytocine dans la modulation du comportement social via I'aire CA2.
En effet, I'inhibition des Otxr dans l'aire CA2 provoque une perturbation de la
reconnaissance sociale (Raam et al., 2017). Par ailleurs, I'activation par optogénétique
des fibres vasopressinergiques dans l'aire CA2 augmente fortement la durée de la
mémoire sociale chez la souris (Smith et al., 2016). Par conséquent, la modulation Otx
et AVP dans l'aire CA2 semble renforcer de fagon positive la mémoire sociale, en
implémentant une composante émotionnelle dans l'encodage des informations
sociales.

La régulation des entrées émotionnelles est un facteur fondamental pour adapter les
réponses comportementales sociales en fonction du stimulus. La forte densité de
récepteurs Avprib dans l'aire CA2 suggeére un rbéle important dans la régulation des
émotions. Soutenant cette idée, les souris Avpr1b-KO présentent une altération de la
reconnaissance sociale associée a une diminution de l'agressivité (Wersinger et al.,
2002). La restauration de I'expression d’Avpr1b dans I'aire CA2 chez ces souris, par

I'injection d’un lentivirus exprimant I’Avpr1b murin, provoque une augmentation de leur
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agressivité, suggérant une implication de la vasopressine dans la régulation
émotionnelle durant une interaction sociale (Pagani et al., 2015). Ainsi, I'aire CA2
semble agir comme un centre régulateur du comportement social par le biais de
neuromodulateurs comme I'AVP et 'ocytocine.

D’autres fonctions sont attribuées a I'aire CA2 comme I'encodage de la mémoire
contextuelle. En effet, I'aire CA2 comprend des cellules de lieu, c’est-a-dire dont la
fréquence d’émission de potentiels d’action dépend de la position de I'animal dans son
environnement. Cependant, les cellules de lieu de I'aire CA2 présentent des champs
de lieu plus larges et plus nombreux que ceux des autres aires de I'hippocampe. Ceci
indique que le codage spatial de ces cellules posséde une mauvaise résolution
spatiale. De plus, I'exposition répétée a un contexte n’améliore pas la précision des
cellules de lieu de CA2 contrairement a celles de CA1 et CA3. L’ensemble de ces
données suggére que les cellules de lieu de CA2 ont une implication différente dans
le codage spatial (Mankin et al., 2015 ; Lu et al., 2015).

En effet, une autre particularité des cellules de lieu de l'aire CA2 est leur sensibilité
aux changements de contextes et a la présentation d’'un congénére (Alexander et al.,
2016). Ainsi, l'activité des cellules de lieu de 'aire CA2 serait plutét liée a la détection
et au codage de la nouveauté contextuelle et sociale, permettant une mise a jour
continuelle de la représentation contextuelle et sociale pendant I'exploration d’un
nouvel environnement.

Ces données indiquent qu’au sein de I'hippocampe, l'aire CA2 participerait a
intégration du contexte social dans un environnement, et jouerait un role
prépondérant dans la régulation des comportements sociaux ; cela suggere une
intégration dans le circuit hippocampique particuliere et des connexions extra-

hippocampiques différentes des autres régions de I'hippocampe.

b. L’aire CA2 dans le circuit hippocampique

Dans le circuit hippocampique, une multitude de voies neuronales coexistent pour
permettre le passage et l'intégration des informations. La premiere description de la
connectivité du circuit intra-hippocampique, nommeé circuit trisynaptique, a été réalisée
par Andersen et ses collegues (Andersen et al., 1969). Ce circuit unidirectionnel
comprend trois grandes voies de projections excitatrices sur différentes sous-

structures de I'hippocampe. Selon cette vision classique, les neurones de la couche 2
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du cortex entorhinal (CE) projettent sur les cellules granulaires du DG via la voie
perforante (Andersen et al., 1969); les axones de ces neurones granulaires,
constituent les fibres moussues, et convergent vers les dendrites proximales des
neurones de CA3. Les axones des neurones pyramidaux de CA3 forment des contacts
synaptiques avec les neurones de l'aire CA1 via les collatérales de Schaffer (CS).
Enfin, les neurones de CA1 connectent a leur tour le cortex entorhinal par le subiculum
(Figure 9 : fleche rouge).

Cependant, et contrairement a ce qui devrait découler d’un tel circuit trisynaptique,
l'inactivation de l'aire CA3 ne modifie pas la capacité du cortex entorhinal a stimuler
'aire CA1 (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010). Ceci suggére l'existence d’un circuit
monosynaptique contournant CA3. En effet, les neurones pyramidaux de la couche 2
du cortex entorhinal projettent directement sur le stratum radiatum de 'aire CA1 pour

ensuite atteindre le cortex entorhinal par le subiculum (Figure 9 : fleche bleu).

Figure 9 : Représentation des différentes circuits intrahippocampiques
Fleche rouge : circuit trisynaptigue CE-GD-CA3-CAl

Feche bleu : circuit monosynaptique CE-CA1

Fleche vert : circuit disynaptique CE-CA2-CA1l

Durant de nombreuses années, laire CA2 n’apparaissait pas dans le circuit
hippocampique car son identification histologique était impossible du fait de 'absence
de critéres précis et de marqueurs spécifiques. Ce n’est que récemment que I'aire CA2
a été intégrée dans la description anatomique du circuit hippocampique. Le
développement et 'utilisation d’outils anatomiques, comme les marqueurs rétrogrades

Fluoro-Gold et Green Retrobeads (Cui et al., 2013), ou génétiques comme les virus

21



rabiques rétrogrades trans-synaptiques (Kohara et al., 2014 ; Hitti et Siegelbaum,
2014) ont permis d’identifier les projections afférentes spécifiques a I'aire CA2. Ainsi,
l'injection de ces traceurs dans l'aire CA2 induit le marquage de neurones localisés
notamment dans les couches 2 et 3 du cortex entorhinal et dans I'aire CA3 (Cui et al.,
2013 ; Kohara et al., 2014 ; Hitti et Siegelbaum, 2014). Ces outils ont révélé I'existence
d’'un circuit disynaptique au sein de I'hippocampe, qui transite par I'aire CA2. Les
neurones des couches 2 et 3 du cortex entorhinal projettent sur les dendrites distales
des neurones de l'aire CA2 dans le stratum lacunosum-moleculare. Ces axones
innervent ensuite les neurones de l'aire CA1 pour enfin retourner vers le cortex
entorhinal (Figure 9 : Fléche verte).

De plus, des enregistrements électrophysiologiques révelent que la stimulation des
couches 2 et 3 du cortex entorhinal provoque une forte activation des neurones
pyramidaux de 'aire CA2, une potentialisation a long terme et une hyperpolarisation
des neurones pyramidaux de CA1 (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010). Inversement, la
stimulation de 'aire CA3 par les CS provoque une faible dépolarisation dans 'aire CA2
mais une forte activation de I'aire CA1, suggérant la présence d’une inhibition par
rétroaction (feedforward inhibition) sur les neurones de l'aire CA2 par l'aire CA3
(Chevaleyre et Siegelbaum, 2010). Ainsi, le circuit disynaptique de I'hippocampe

offrirait la possibilité de contourner le circuit trisynaptique, en passant par I'aire CA2.

Les afférences de ’aire CA2

L’aire CA2 recoit des afférences provenant de structures extra-hippocampiques, lui
conférant la fonction d’intégrateur d’informations requises pour former la mémoire
sociale. L’injection de traceurs rétrogrades dans l'aire CA2 a révélé I'existence de
projections vasopressinergiques en provenance du PVN (Cui et al., 2013) (Figure 10).
Par ailleurs, I'activation optogénétique des neurones a vasopressine du PVN d’une
souris en train d’interagir avec un congénére augmente la mémoire sociale a long
terme lors du test de reconnaissance sociale (Smith et al., 2016). Par conséquent, les

projections du PVN modulent l'activité des neurones CA2 durant une interaction
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sociale, suggérant que le CA2 code les informations sociales dans un contexte et/ou

I’établissement d’'une mémoire sociale.

Figure 10 : Schéma des entrées extra-hippocampique de I'aire CA2.

L’aire CA2 regoit des projections du cortex enthorinal (EC) notamment des neurones de la
couche 2 et 3. D’autre projections sont décrites comme I'amygdale (Ag), la bande diagonale de
Broca (NBD) et de nombreux noyaux de I’hypothalamus comme le noyau paraventriculaire (PVN),
le noyau supramammillaire (SuM).

L’aire CA2 regoit également des projections provenant du noyau supramammillaire
(SuM) de I'nypothalamus postérieur, et plus précisément des neurones produisant la
substance P, un neurotransmetteur associé a I'anxiété (Borhegyi et Leranth, 1997 ;
Magloczky et al., 1994 ; Cui et al., 2013 ; Kohara et al., 2014 ; Hitti et Siegelbaum,
2014) (Figure 10). Les neurones du SuM sont activés lors d’'une situation de stress
comme lors d’une tache de conditionnement de peur (Beck et Fibiger, 1995) ou
pendant I'exploration d’'un nouvel environnement (lto et al., 2009). Par ailleurs, la [ésion
du SuM provoque chez le rat, un effet anxiolytique qui suggére son implication dans la
modulation des aspects émotionnels (Aranda et al., 2006). Cependant, aucune étude
n'a permis de faire un lien entre la modulation du SuM et sa potentielle implication
dans la formation de la mémoire sociale. Par ailleurs, le SuM est impliqué dans la
modulation directe des oscillations théta dans I'’hippocampe (Kirk 1998 ; Nakanishi et
al., 2001 ; Panet et McNaughton, 2002). Ainsi, le SuM permettrait de réguler I'activité
hippocampique a travers I'aire CA2. Ces éléments suggérent que, sous l'influence de
I'activité des neurones du SuM, les neurones de I'aire CA2 jouent un réle de relai
intégrateur des informations émotionnelles dans I'hippocampe. L’aire CA2, sous
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l'influence du SuM serait également impliquée dans la modulation et la synchronisation
de l'activité du réseau hippocampique.

L’aire CA2 regoit en outre des projections en provenance de la bande diagonale de
Broca, du noyau du raphé médian et du septum médian qui ne seront pas détaillées
dans ce manuscrit (Cui et al., 2013 ; Hitti et Siegelbaum, 2014) (Figure 10).

En résumé, I'aire CA2 recgoit les projections de nombreuses structures impliquées dans
la régulation des comportements sociaux chez les rongeurs, démontrant son role

central dans l'intégration des informations et 'encodage de la mémoire sociale.

Les projections de I’aire CA2

L'utilisation de traceurs antérogrades et la réalisation d’enregistrements
électrophysiologiques ont permis de révéler que laire CA2 posséde de fortes
connexions intra- et extra-hippocampiques. En effet, I'aire CA2 projette sur 'ensemble
des Cornes dAmmon (CA1, CA2 et CA3), de facon ipsi- et controlatérale (Cui et al.,
2013 ; Hitti et Siegelbaum 2014), ce qui souligne sa position fondamentale dans la
modulation du circuit hippocampique (Figure 11).

L’aire CA2 posséde la particularité d’avoir des projections efférentes tout le long de
'axe rostro-caudal de I'hippocampe (Cui et al., 2013), lui conférant la capacité de
réguler aussi les régions ventrales de I'hippocampe. Si I'hippocampe dorsal est
impliqué dans les fonctions mnésiques, I'hippocampe ventral est plutdét associé a
l'intégration des informations émotionnelles. Récemment, un circuit impliquant l'aire
CA2 dorsale, le CA1 ventral et le noyau accumbens (Nac), et favorisant la formation
de la mémoire sociale, a été décrit (Meira et al., 2018) (Figure 11). Par ailleurs, chez
le rongeur, I'inactivation de I'aire CA1 ventrale par optogénétique lors d’'une interaction
sociale provoque une perturbation de la mémoire sociale (Okuyama et al., 2016 ; Meira
et al., 2018). L’aire CA2 permettrait le transfert des informations sociales importantes
dans l'aire CA1 ventrale, ou elles seraient encodées sous forme d'un schéma
d’activation spécifique appelé "engramme” (Okuyama et al., 2016 ; Tonegawa et al.,
2015). Dans ce contexte, le Nac contribuerait a renforcer la formation d’engrammes

dans l'aire CA1 ventrale pour permettre la consolidation de la mémoire sociale.
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Figure 11: Schéma des connexions extra-hippocampiques de I'aire CA2 impliquées dans la
modulation des comportements sociaux.

L’aire CA2 projette en intra-hippocampique, dans les régions dorsales (CAld, CA3) ou dans
les régions ventrales (CA2v et CA1v). L’aire CA2 a aussi des projections
extrahippocampiques notamment dans les régions frontales (cortex cingulaire antérieur
(ACC), l'aire préslimbique (aPL), [l'aire infralimbique (allL) et I’aire orbitofrontale (aO) ainsi
que dans le septum latéral (SLd et SLv) et dans le noyau accumbens (Nac).

L’aire CA2 projette aussi dans le septum latéral localisé dans la partie postérieure du
lobe frontal (Cui et al., 2013). Le septum latéral se compose des noyaux latéro-dorsal
et latéro-ventral et posséde une forte population de neurones inhibiteurs
GABAergiques. Les neurones inhibiteurs du septum latéro-dorsal vont réguler I'activité
des interneurones du septum latéro-ventral qui inhibent le noyau ventro-médian de
'hypothalamus (VMH). Le VMH est impliqué dans la régulation du comportement
agressif chez le rongeur (Wong et al., 2016). Une étude récente suggére que la
stimulation des neurones de l'aire CA2 par les neurones a vasopressine, renforce le
tonus inhibiteur exercé par le septum latéro-dorsal sur le septum latéro-ventral, ce qui
provoque une désinhibition des neurones du VMH et une augmentation de I'agressivité
(Leroy et al., 2018).

Le schéma de connectivité de I'aire CA2 est unique dans I'hippocampe, et confére a
CAZ2 des fonctions spécifiques (Figures 10 et 11). Grace a ses connexions avec des
régions qui intégrent les informations sociales et émotionnelles, I'aire CA2 est
potentiellement impliquée dans toutes les phases de la formation de la mémoire
sociale, incluant 'encodage, la consolidation et le rappel (Hitti et Siegelbaum, 2014 ;
Meira et al., 2018). Chez le rongeur, les connexions indirectes que posséde l'aire CA2

avec des régions qui régulent le comportement agressif (VMH) et la valence des stimuli
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(Nac), sont stratégiques pour lui permettre d’agir comme un centre modulateur du

comportement social

c. Particularités anatomiques et fonctionnelles des neurones

de I'aire CA2
Les neurones pyramidaux de [l'aire CA2 présentent des caractéristiques
morphologiques, des propriétés biophysiques, synaptiques, et des profils
d'expressions génétiques et protéiques différents de ceux des neurones des autres

aires hippocampiques.

Morphologie des neurones pyramidaux de I’aire CA2

Morphologiquement, les somas des neurones pyramidaux de 'aire CA2 sont 2 a 3 fois
plus grands que ceux de I'aire CA1 (Ishizuka et al., 1995). Ces neurones présentent
également une ramification dendritique différente des autres neurones de
'hippocampe. Dans CA1, les neurones possédent une seule dendrite apicale
parsemée de nombreuses dendrites secondaires qui longent le SR pour s’arréter au
niveau du SLM (Ishizuka et al., 1995). Cette dendrite principale se développe alors
horizontalement en quelques branches dendritiques. Dans CA2, les neurones
pyramidaux présentent une toute autre organisation : leur dendrite apicale bifurque
prés du soma pour se séparer en deux ou trois dendrites apicales qui s’étendent
jusqu’au SLM (Figure 12). Ces dendrites sont peu ramifiées en dendrites obliques
secondaires le long du SR. En revanche, au niveau du SLM, les dendrites apicales se
ramifient en de nombreuses branches verticales (Ishizuka et al., 1995). Par ailleurs,
les épines dendritiques des neurones pyramidaux de CA2 sont plus grandes et plus
nombreuses que celles des neurones de CA1 (Srinivas et al., 2017).

Les neurones pyramidaux de CA2 sont également différents de ceux de CA3. Le
nombre de dendrites dans le SO est plus important dans les neurones de l'aire CA3.
En revanche, les dendrites apicales localisées dans le SR et SLM seraient plus

diffuses dans I'aire CA2 que dans les neurones de CA3 (Ishizuka et al., 1995).
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Figure 12 : Schéma de la morphologie des neurones excitateurs de I'aire CA3, CA2 et CA1
Les neurones de l'aire CA3 et CA2 présentent de nombreuses ramifications dendritiques
contrairement au neurones de CAL.

Cette morphologie particuliére des neurones de I'aire CA2 leur confére des propriétés
électrophysiologiques spécifiques, notamment, la capacité des potentiels post-
synaptiques de remonter plus facilement les dendrites provenant du SLM vers le soma
par un effet de sommation, qui a lieu a chaque croisement des dendrites apicales. De
plus, le faible nombre de dendrites obliques au niveau du SR limiterait la déperdition
des potentiels excitateurs qui se propagent vers le soma des neurones de I'aire CA2

ce qui n'est pas le cas dans l'aire CA1 (Piskorowski et Chevaleyre, 2012) (Figure 13).

Nombre important
de synapses

Déperdition dans les
branches obliques

Sommation des EPSP dans
les branches convergentes

Figure 13 : Schéma du mécanisme de I’excitation des neurones pyramidaux de I’aire CA2 et CA1

Les neurones de l'aire CA1 présentent une forte déperdition des potentiels post-synaptiques
excitateur (EPSP, rond rouge) causé par leurs nombreuses dendritiques obliques. Les neurones
de CA2 arborent de nombreuses synapses dans le SLM.

Les nombreuses branches dendritigues permettent une sommation des EPSP tout le long des
branches dendritiques distales. Ainsi, les entrées excitatrices distales sont favorisées dans les
neurones de CA2 comparées aux neurones de CA1. D’aprés Piskorowski et Chevaleyre, 2012
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D’autre part, la morphologie singuliere des neurones pyramidaux de l'aire CA2
suggeére que les informations provenant du SLM ou SR sont régulées differemment.
En effet, la stimulation des collatérales de Schaffer ne permet pas l'induction d’une
potentialisation a long terme (LTP) dans la couche pyramidale de l'aire CAZ2,
contrairement a ce qu’on peut observer dans I'aire CA1 (Chevaleyre et Siegelbaum,
2010 ; Zhao et al.,, 2007). Ceci peut notamment s’expliquer par les propriétés
morphologiques des neurones pyramidaux de I'aire CA2 décrites préecédemment. En
effet, les CS projettent directement sur les dendrites proximales des neurones de I'aire
CA2 par le SR. Cependant, les dendrites proximales ont la particularité d’exprimer un
faible nombre de dendrites obliques et ainsi limiteraient leur stimulation (Zhao et al.,
2007). Au contraire, la stimulation des projections directes du cortex entorhinal sur le
SLM des neurones pyramidaux de laire CA2 provoque une augmentation plus
importante des potentiels post-synaptiques excitateurs (EPSP) que dans les somas
des neurones de CA1 (Srinivas et al., 2017) (Figure 13). Par conséquent, la
morphologie des neurones de I'aire CA2 permet un traitement de I'information différent

en fonction de sa provenance de I'information.

Profil d’expression protéique des neurones pyramidaux de

I’aire CA2
La présence de certaines protéines dans les neurones de laire CA2 conféere
également une résistance a l'induction de LTP. Par exemple, ces neurones expriment
fortement les canaux potassiques TREK-1 et TREK-2 (Talley et al., 2001) (Figure 14).
Ceci leur confére un potentiel de membrane au repos plus faible, nécessitant une
stimulation plus importante pour permettre I'émergence d’un potentiel d’action, en
comparaison de ce qui est observé dans les neurones de I'aire CA1 (Zhao et al., 2007).
Cependant, I'application d’un bloqueur des canaux potassiques (le Césium) ne permet
pas d’induire une LTP dans I'aire CA2 (Zhao et al., 2007). Ainsi, méme si I'expression
de TREK-1 et 2 modifie I'excitabilité des neurones de I'aire CA2, d’autres facteurs
semblent impliqués dans leur incapacité a exprimer une LTP.
En effet, les neurones de I'aire CA2 expriment également une protéine qui limite la
transduction du signal, la protéine RGS14 (Figure 14). Celle-ci inhibe les protéines G
en augmentant I'activité de la GTPase dans le neurone (Lee et al., 2010 ; Vellano et
al., 2011). L’induction de la LTP dans I'aire CA2 est rendue possible chez des souris

pour lesquelles le géne codant RGS14 est invalidé (Lee et al., 2010). Ceci démontre
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que la présence de cette protéine est déterminante dans cette incapacité a former une
LTP dans l'aire CA2. La protéine RGS14 dans les neurones de l'aire CAZ2 limiterait la
transmission du signal le long des dendrites apicales jusqu’au soma et bloque
induction de la LTP.

Figure 14 : Hybridation in situ de PCP4, RGS14 et TREK-2 dans I’hippocampe de souris adultes.
(https://atlas.brain-map.org/).

ces différents marqueurs sont principalement localisés dans I'aire CA2 de I’hippocampe.

De plus, les neurones pyramidaux de I'aire CA2 expriment fortement une protéine
régulant le calcium, la calbindine (Sloviter, 1989 ; Leranth et Ribak, 1991), et le PEP-
19 (PCP4) (Ziai et al., 1988 ; Renelt et al., 2014) qui est impliqué dans la régulation de
l'activité neuronale (Figure 14). Ces protéines sont également exprimées dans les
neurones inhibiteurs, les neurones granulaires du DG, et les cellules de Purkinje.
L’application d’'un inhibiteur de pompe calcique permet d’induire de la LTP dans les
neurones de l'aire CA2, similairement a ceux de l'aire CA1, démontrant que la forte
présence de ces régulateurs du calcium intracellulaire limite l'induction de cette
plasticité dans l'aire CA2 (Simons et al., 2009).

L’apparition de ces caractéristiques morphogénétiques des neurones de CA2 a lieu au
cours du développement post-natal et suggére que la plasticité de I'aire CA2 évolue
au cours du processus de maturation cérébrale. Par exemple, la présence de TARNm
et de la protéine RGS14 augmente au cours du développement et atteint un maximum
a I'age adulte (Evans et al., 2014), comme c’est le cas également pour la protéine
PCP4 (San Antonio et al., 2014). L’apparition tardive de ces protéines pourrait étre
associée a l'apparition de la résistance a l'induction de la LTP qu’on observe chez
I'adulte dans les neurones de CA2. A ce jour, aucune étude n'a mis en évidence
I'implication de cette plasticité dans les comportements sociaux, a priori sous-tendus
par I'aire CA2.

29



Par ailleurs, I'expression de ces protéines protége efficacement les neurones de l'aire
CA2 comparés aux autres neurones de I'hippocampe face aux activités convulsives
ou aux ischémies chez le rongeur (Sloviter et Damiano, 1981) et chez I'humain
(Hatanpaa et al., 2014).

Cependant, I'aire CA2 semble étre trés sensible aux |ésions causées par la MA. Chez
les personnes agées non atteintes, I'aire CA2 présente un nombre remarquablement
faible de NFT par rapport aux autres régions de I'hippocampe. En revanche, dans le
cadre de la MA, la présence de NFT augmente beaucoup plus dans l'aire CA2 que
dans les autres aires hippocampiques (Mizutani et Shimada, 1991 ; Takayama et al.,
2002). Chez les rongeurs modéles de la MA, une forte concentration du fragment
BAPP C-terminal (C99) est retrouvée dans les neurones de l'aire CA2 (Figure 3)
(Kammesheidt et al., 1992). Associée a ces marquages histo-pathologiques, une forte
diminution de la calbindine est observée dans les neurones de l'aire CA2 de patients
MA, suggérant que la résistance de ces neurones face aux lésions cytotoxiques est
fortement altérée et pourrait contribuer aux troubles de cognition sociale associés a la
pathologie (Maguirezeiss et al., 1995). L’altération des neurones excitateurs n’est pas
la seule observation constatée chez les patients MA et chez les souris modéles de la
pathologie. En effet, la MA est aussi associée a une forte diminution des interneurones
inhibiteurs GABAergiques dans laire CA2, notamment des interneurones a
parvalbumine (PV), suggérant une altération de la régulation inhibitrice de cette aire
en conditions pathologiques, qui pourrait également contribuer aux déficits de mémoire
sociale (Brady et Mufson, 1997 ; Cattaud et al., 2018).

d. Le systeme inhibiteur

Dans la formation hippocampique, on considére principalement les neurones
excitateurs (glutamatergiques) et les interneurones inhibiteurs (GABAergiques). Ces
derniers libérent le GABA qui a la capacité d’hyperpolariser la membrane des neurones
post-synaptiques, leur conférant un pouvoir inhibiteur sur les neurones ciblés. Méme
si les interneurones inhibiteurs ne représentent qu’environ 20% de la population
neuronale totale, leur diversité est trés importante (Gonchar et al., 2007). Ainsi, on
répertorie dans [I'’hippocampe 21 sous-classes d’interneurones (Klausberger et

Somogyi, 2008). Cette forte hétérogénéité est caractérisée par plusieurs facteurs
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comme la morphologie, les propriétés biophysiques, I'expression protéique et la
connectivité des interneurones (Somogyi et Klausberge, 2005).

Les interneurones possédent des projections axonales denses permettant d’établir des
boucles de rétroactions locales de « feedback inhibition », de « feedforward
inhibition », et d’inhibition sélective d’autres interneurones (Kullmann et Lamsa, 2007).
(Figure 15).

Figure 15 : Circuit inhibiteur local.

Schémas des différentes boucles de rétroaction mises en jeu par les interneurones (cercles
orange) et les neurones pyramidaux (triangles bleu).

A : feedback inhibition; B : feedfoward inhibition; C: Désinhibition (inhibition des
interneurones par d’autres interneurones). D’aprés Kullmann et Lamsa, 2007

Ces différents systémes de régulation permettent ainsi aux interneurones d’exercer un
contréle inhibiteur sur les neurones excitateurs, de coordonner I'activité de réseaux de
neurones, et d’'organiser de maniere spatiotemporelle le flux d’information.

Associée a ces boucles de rétroactions, ces interneurones possedent un axone et une
arborisation dendritique qui présentent une morphologie particuliére. On distingue
plusieurs catégories d’interneurones. Les interneurones péri-somatiques qui ciblent les
somas et les dendrites proximales des neurones pyramidaux et peuvent aussi inhiber
d’autre interneurones ; ces neurones sont notamment les cellules en panier (basket
cells) (Freund et Katona, 2007). Les interneurones axo-axoniques ciblent les segments
initiaux de 'axone des neurones pyramidaux. Les dendrites de ces interneurones sont
localisées dans la SLM, SR et SO (Tremblay et al., 2016). Les cellules bistratifiées
envoient leur arborisation axonale dans la SO et SR et ont la capacité de réguler
'activité des neurones pyramidaux directement au niveau de leurs dendrites
proximales (Pawelzik et al., 2002 ; Muller et Remy, 2014). Enfin, les interneurones

MLO (oriens-lacunosum moleculare) ont leur soma et leurs dendrites dans la SO, alors
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que leur axone est localisé dans le SLM. Ces interneurones ont la capacité d’inhiber
les dendrites distales des neurones pyramidaux mais aussi des interneurones grace
une innervation axonale dense (Maccaferri et Lacaille, 2003 ; Salesse et al., 2011).

Tous ces interneurones expriment des marqueurs spécifiques tels que la parvalbumine
(PV), lareeline, la somatostatine (SOM), la calbindine (CB), la cholecystokinine (CCK),
le polypeptide vasoactif intestinal (VIP) ou le neuropeptide Y (NPY). L'expression de
ces protéines leur confére des particularités fonctionnelles, notamment les protéines

de liaison au calcium telles que PV, SOM et CB.

V. Interneurones a parvalbumine

Les interneurones a parvalbumine (PV) constituent environ 16% de la population
interneuronale de l'aire CA2 (Botcher et al., 2014). Ces interneurones expriment la
parvalbumine, une protéine de liaison au calcium, qui leur confére la capacité d’émettre
des potentiels d’action a haute fréquence (neurones dits fast-spiking) (Caroni, 2015).
Cette capacité de décharge rapide est aussi permise par I'expression de plusieurs
types de canaux voltage-dépendants, par exemple les canaux potassiques Kv3 et Kv1
(Du et al., 1996) ou encore les canaux sodiques Nav1.1 et Nav1.6 (Hu et al., 2014 ;
Ogiwara et al., 2007). Par ailleurs, les interneurones PV ont une arborisation
dendritique dense et établissent de nombreuses connexions péri-somatiques et axo-
axoniques permettant a chacun d’étre connectés a environ 1500 neurones pyramidaux
et plusieurs dizaines d’autres interneurones (Chamberland et Topolnik, 2012 ; Cobb et
al.,, 1997). Ces particularités morphologiques et fonctionnelles permettent aux
interneurones PV de moduler I'activité d’une large population neuronale via un controle
inhibiteur post-synaptique précis et rapide. Il est intéressant de noter que la capacité
d’inhibition des interneurones PV diminue rapidement lors d’une forte stimulation,
indiquant que ces interneurones sont plus efficaces sur des courtes périodes (Hofer et
al., 2011).

Au niveau cortical, la précision temporelle des interneurones PV permet de contréler
les entrées sensorielles dés la premiere stimulation des neurones corticaux
(HigleyetContreras 2006) et favorise le codage des informations spatiales (Panzeri et
al., 2001) et visuelles (Resulaj et al., 2018 ; Cardin et al., 2010). Ainsi, les
interneurones PV modulent I'activité et la dynamique des circuits corticaux et, par voie

de conséquence, l'activité cérébrale (Cardin, 2018 ; Swadlow, 2003).
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a. Implication des interneurones PV dans I’activité cérébrale

Les oscillations cérébrales sont générées par l'activitt synchrone de grandes
populations de neurones, activité qui varie en fréquence (en Hertz: Hz) et en
puissance sur 'EEG, en fonction du type et du nombre de neurones recrutés (Buzsaki
et Watson, 2012). Chez le rongeur, ces oscillations sont définies par des bandes de
fréquences spécifiques: les oscillations delta (1-4 Hz), les oscillations théta (5-10 Hz),
les oscillations béta (10-30 Hz) et les oscillations gamma (30-200 Hz) comprenant les
oscillations gamma lentes (30-80 Hz) et rapides (80-200 Hz) (Buzsaki et Draguhn,
2004 ; Zheng et al., 2016 ; Bezzina et al., 2015). Dans cette thése, nous décrirons les
oscillations théta et gamma impliquées dans la stabilité du réseau, et dans les

processus de perception et de mémoire.

Les oscillations théta

Les oscillations théta sont observées dans I'hippocampe au cours d’'une activité
exploratoire (Vanderwolf, 1969) ou pendant le sommeil paradoxal (ou rapide eye
movement (REM) sleep) (Robinson et al., 1977). La genese des oscillations théta dans
I'hippocampe est depuis longtemps associée aux régions septales médianes qui
projettent directement dans les régions hippocampiques. En effet, la Ié€sion du septum
médian abolit les oscillations théta dans I'hippocampe (Freund et Antal, 1988). Les
ondes théta sont aussi modulées par le SuM qui projette directement sur le septum
meédian et les régions hippocampiques telles que l'aire CA2 et le DG (Kirk, 1998 ;
Nakanishi et al., 2001 ; Pan et McNaughton, 2002).

Par ailleurs, I'nippocampe a la capacité a générer des oscillations théta via ses
interneurones PV. En effet, l'inactivation optogénétique spécifique des interneurones
PV de CA1 provoque la disparition des ondes théta dans une préparation septo-
hippocampique ex vivo (Amilhon et al., 2015). En revanche, I'activation continue des
neurones PV de I'aire CA1 induit une augmentation de la puissance de l'activité théta
a une fréquence de 8Hz. Cette étude montre aussi qu’'imposer aux interneurones PV
un taux de décharge a 8Hz permet de coordonner 'activation des neurones excitateurs
entre eux. Par conséquent, les interneurones PV peuvent générer des oscillations
théta dans I'’hippocampe, et ainsi synchronisent le circuit local excitateur.

D’autres études renforcent I'idée que les interneurones PV sont importants pour la

genése des oscillations théta. En effet, 'ablation de la sous-unité NR1 des récepteurs
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NMDA des interneurones PV provoque une diminution de la puissance de théta dans
I'hippocampe des souris, suggérant que méme la diminution de l'excitabilité des
interneurones PV provoque une altération de la bande de théta. Par ailleurs, ces souris
présentent, des déficits dans le test de reconnaissance d’objet et des troubles de
mémoire spatiale (Korotkova et al., 2010).

La puissance de théta varie en fonction de I'apprentissage. En effet, on observe une
augmentation de la puissance de théta chez des souris soumises a un
conditionnement de peur au contexte (Ognjanovski et al., 2017). Suite a ce
conditionnement, l'inactivation des interneurones PV avec la technique de DREADD
altére la mémoire de peur et perturbe la capacité a augmenter de puissance de théta
(Ognjanovski et al., 2017). Cette étude indique que la régulation des oscillations théta
par les interneurones PV stabilise la dynamique locale de I'hippocampe et facilite
'encodage et la formation de la mémoire.

La puissance des oscillations théta est également trés importante au cours du sommeil
paradoxal. Un article récent montre que la présence de théta pendant cette phase de
sommeil joue un réle important dans la consolidation de la mémoire (Boyce et al.,
2016). Dans cette étude, les neurones GABAergiques du septum médian sont
inactivés par optogénétique spécifiquement pendant les différentes phases de
sommeil qui font suite a un apprentissage (tdches de reconnaissance d’objets ou de
conditionnement de peur). L’inactivation des interneurones du septum médian pendant
le sommeil paradoxal provoque une diminution de la puissance de théta dans l'aire
CA1 et engendre une altération des performances de mémoire.

Ainsi, les oscillations théta impliquent la synchronisation de I'hippocampe et des autres
structures cérébrales, et leur présence est considérée comme critique pour la

formation de la mémoire (Cardin, 2018).

Perturbation des oscillations théta dans la maladie d’Alzheimer

De nombreuses études ont mis en évidence une modification de la puissance des
activités cérébrales chez les patients MA, suggérant une altération des mécanismes
permettant leur genése. Précisément, les patients MA montrent une augmentation
globale des amplitudes des oscillations théta au repos (Babiloni et al., 2004 ; Coben
etal., 1990 ).
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Cette activité cérébrale aberrante est aussi observée dans les modéles murins de la
pathologie. En effet, les souris Tg2576 et 5xFAD montrent une augmentation de la
puissance des ondes théta a des stades avancés de la pathologie (Wisor et al., 2005 ;
Kent et al.,, 2018 ; Siwek et al., 2015). Ces altérations des oscillations théta sont
attribuées a la perturbation des interneurones PV dans les régions hippocampiques.
En effet, une réduction du nombre d'interneurones PV a été rapportée dans le cerveau
post-mortem de patients atteints de MA (Brady et Mufson, 1997), et une telle
diminution est également observée dans les modeles murins de la maladie. Par
exemple, les interneurones PV sont significativement moins nombreux dés I'age de 6
mois dans I'hippocampe des souris Tg2576 (Cattaud et al., 2018), et méme a un age
plus précoce (2 mois) chez les souris TJCRND8 (Hamm et al., 2017). Cependant,
d’autres études présentent des données contradictoires. En effet, une diminution de la
puissance des oscillations théta est observée chez les souris 3xTg-AD (Mondragon-
Rodriguez et al., 2018). Les souris APP/PS1, APP, et APP23 montrent également une
diminution de la puissance des oscillations théta (Scott et al., 2012 ; Wang et al., 2002,
Ittner et al., 2014) qui semble étre associée a une augmentation du tonus inhibiteur
des interneurones PV chez les souris APP/PS1 (Hollnagel et al., 2019). En fonction du
modéle étudié, la perturbation des oscillations théta et des interneurones PV semble
varier. Toutefois, I'ensemble de ces données soutient I'idée d'une altération de
I'activité des interneurones PV, a l'origine de la détérioration de la régulation des
oscillations théta. Il est probable que ces altérations de I'activité cérébrale entrainent
un traitement anormal de l'information causant ainsi les troubles de mémoire qui

caractérisent la MA.

Les oscillations gamma

Chez les sujets humains, une augmentation sélective des oscillations gamma est
observée pendant I'apprentissage et permet de prédire les performances lors du test
de rappel (Sederberg et al., 2007). De méme, chez les rongeurs, une augmentation
de l'activité gamma est induite pendant I'apprentissage ou la détection de la nouveauté
(Yamamoto et al., 2014).

Deux publications complémentaires ont permis d’établir le lien entre les interneurones
PV et la génération des oscillations gamma. L’une d’elle révéle que I'inactivation des

interneurones PV pendant une entrée sensorielle supprime le processus de traitement
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sensoriel par le réseau de neurones excitateurs locaux. De plus, I'activation conjointe
des interneurones PV a 40 Hz avec une entrée sensorielle permet de renforcer et
d’affiner la réponse des neurones excitateurs (Cardin et al., 2009). La deuxieéme étude
montre le lien entre les interneurones PV et la cohérence des oscillations gamma.
L’activation des neurones excitateurs dans la fréquence gamma permet d’activer
indirectement les interneurones PV. Les oscillations gamma vont étre directement
impactées par cette stimulation, en bénéficiant d'une diminution du bruit et d’'une
facilitation du passage de linformation (Sohal et al.,, 2009). Ces deux études
démontrent ainsi le réle majeur des interneurones PV dans la genése des ondes
gamma et par conséquent, dans la facilitation du transit des informations dans le

réseau cortical.

Perturbation des oscillations gamma dans la maladie

d’Alzheimer
Les patients atteints par la MA montrent parfois des augmentations aberrantes de la
puissance gamma, ce qui pourrait étre lié a une diminution de l'inhibition corticale (van
Deursen et al., 2011). Mais dans I'ensemble, il est bien admis que les patients atteints
de la MA présentent généralement une diminution de la puissance relative des
oscillations gamma au repos (Herrmann et Demiralp, 2005 ; Nimmrich et al., 2015).
Dans la majorité des modéles murins de la MA, on constate des oscillations cérébrales
anormales dans la fréquence de gamma. Une fluctuation anormale de la puissance
gamma induite par le comportement se produit chez les souris Tg2576 agées de 12 a
14 mois (Cramer et al., 2012). Il est intéressant de noter que les souris TQCRND8
présentent une puissance gamma réduite sur leur EEG au stade prodromique, c'est-
a-dire avant les déficits cognitifs détectables et I'accumulation d’AB (Hamm et al.,
2017). Dans la méme ligne, une diminution des puissances gamma a été mise en
évidence avant les perturbations de I'apprentissage spatial dans le modéle de souris
5xFAD (Schneider et al., 2014). Enfin, les souris hAPPJ20 présentent de brefs pics
d'augmentation de la puissance gamma et de longues périodes de diminution de la
puissance gamma, indépendamment de leur état comportemental (Verret et al., 2012).
Chez différents modéles de souris, les interneurones PV montrent des niveaux réduits
de sous-unité Nav1.1 des canaux sodiques voltage-dépendants ; c’est le cas des
souris des lignées hAPPJ20 (Verret et al., 2012), Tg2576 (Corbett et al., 2017), et
TgCRNDS8 (Hamm et al., 2017). Cette diminution des niveaux d’expression de Nav1.1

36



dans les cellules PV, que I'on retrouve également chez les patients atteints de la MA,
est directement liée a une altération de l'activité du réseau, c'est-a-dire a une
diminution des oscillations gamma, a une activité épileptiforme et a des déficits de
mémoire (Verret et al., 2012). Ainsi, la restauration du niveau de Nav1.1 chez des
souris hAPPJ20 par manipulation génétique (Verret et al., 2012), ou la transplantation
d'interneurones embryonnaires surexprimant Nav1.1 (Martinez-Losa et al., 2018), a
éte suffisante pour augmenter I'activité synaptique inhibitrice, restaurer les oscillations
gamma et améliorer les fonctions cognitives (Martinez-Losa et al., 2018 ; Verret et al.,
2012) (Figure 16).

Figure 16 : Implication des interneurones PV dans la régulation des oscillations gamma et sur les
fonctions cognitives chez les souris contréles non transgéniques (bleu gris, gauche), les souris
hAPPJ20 modéles de la maladie d’Alzheimer (rouge, centre), les souris hAPPJ20/Nav1.1-BAC
biogéniques (orange, droite) et les souris hAPPJ20 ayant recu une transplantation
d’interneurones PV surexprimant Nav1.1 (bleu, droite). D’aprés Martinez-Losa et al.,2018;
Verret et al., 2012.

D’autres études montrent que la régulation des oscillations gamma par les
interneurones PV permet d’atténuer la charge amyloide dans le cerveau de souris
5xFAD (laccarino et al., 2016). En effet, I'activation des interneurones PV a 40Hz par
optogénétique provoque des oscillations gamma et favorise la recapture du peptide
AB par les cellules microgliales (laccarino et al., 2016). Suite a cette étude, la méme

équipe a induit des stimulations d’'ondes gamma par des approches non-invasives et
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utilisant des stimulations sensorielles de différentes modalités, comme des stimuli
sonores ou visuels. Ce systéme, appelé GENUS (gamma entrainment using sensory
stimulus) permet de réduire la charge amyloide dans I'hippocampe et restaurer la
mémoire spatiale (Martorell et al., 2019).

Ainsi, les cellules PV jouent un réle clé dans la perturbation du contrdle inhibiteur dans
le cerveau des personnes atteintes de la MA, ce qui contribue aux déficits cognitifs tels
que l'apprentissage et la mémoire. La stimulation des interneurones PV permet
'amélioration des fonctions cognitives chez les modéles murins de la MA confirmant
que leur intégrité est perturbée en condition pathologique. Par ailleurs, les
interneurones PV ont la particularité d’exprimer une matrice extracellulaire appelée
réseau peérineuronal (perineuronal net, PNN), qui est déterminante dans le maintien

de leur intégrité et de leur fonction.

VI. Les réseaux périneuronaux, ou PNN

a. Structure des PNN

Les PNN sont localisés sur les corps cellulaires des neurones et leurs dendrites
proximales (Figure 17). Les PNN ont été décrits pour la premiére fois par Camillo Golgi
en 1882, qui a observé une structure de forme réticulaire ou continue enveloppant les
corps cellulaires de certains neurones ainsi que leurs neurites. Les PNN se composent
principalement de chondroitine sulfate protéoglycan (CSPG), d’acide hyaluronique
(HA), de protéines de liaison, et de tenascine-R (Tn-R). Les PNN sont constitués d’un
assemblage de ces différents composants, bati sur un squelette de hyaluronane
(polymére d’acide hyaluronique) synthétisé par la hyaluronane synthase
transmembranaire (HAS) qui est exprimée sur la surface des neurones (Bruckner et
al., 1993 ; Kwok et al., 2010). Cette structure de soutien arbore des sites de liaisons
qui fournissent la base pour la fixation des CSPG tels que aggrecan, versican,
neurocan, et brevican (Day et Prestwich, 2002). Ces protéoglycans possédent un
nombre variable de chaines de polysaccharides glycosaminoglycanes (GAG)
composeées d’'unités répétitives de disaccharides, elles-mémes constituées d’acide
uronique et de N-acetylgalactosamine (GalNac). Les CSPG qui composent les PNN
sont stabilisés par des protéines de liaison (Link) permettant la formation d’une
structure dense. Parmi ces protéines, la tenascine-R (Tn-R) assure la fixation des

CSPG entre eux en position C-terminal (Lundell et al., 2004).
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Figure 17 : Structure des PNN.

Le PNN est composé principalement de CSPG de la famille des lecticans (incluant aggrecan,
versican, brevican et neurocan), d’un squelette d’acide hyaluronique (HA), des protéines de
liaison et de la tenascine-R (Tn-R). L’hyaluronan syntase transmembranaire (HAS) permet
aux PNN de se fixer sur la cellule. D’apres Kwok et al., 2010.

b. Formation des PNN

La maturation du systéme nerveux au cours du développement post-natal est associée
a une réorganisation des circuits neuronaux et a 'émergence de certaines capacités
et fonctions cognitives. On considére généralement un systéme comme étant mature
une fois qu’il a traversé une période dite critique, au-dela de laquelle les stimulations
sensorielles et les expériences vécues par les individus ne sont plus en mesure de
provoquer des modifications structurales majeures des structures cérébrales. Par
ailleurs, la plasticité cérébrale en réponse aux stimulations sensorielles et
environnementales est particulierement importante pendant cette période critique
(Hensch, 2005) (Figure 18).
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Figure 18 : Maturation du contrdle inhibiteur au cours de la période critique.

L’apparition de la période critique peut étre retardée en soumettant les souris a une privation
monoculaire ou en limitant la maturation de la transmission GABAergique (Fléche rouge).
Cette période critique peut aussi étre avancée en renforcant la transmission GABAergique
grace a une injection de benzodiazépines juste aprées l'ouverture des yeux, ou une
surexpression de BDNF pour permettre la maturation rapide des interneurones (Fleche bleue).
D’aprés Hensch, 2005.

Plusieurs études démontrent un lien direct entre la maturation des interneurones PV
du néocortex et la période critique (Hensch, 2005). Les premiéres études démontrant
le réle des interneurones PV dans cette régulation de la plasticité cérébrale concernent
le cortex visuel, et la dominance oculaire. Chez les rongeurs, I'ouverture des yeux se
faitentre 11 et 12 jours apres la naissance (Del Rio et De Felipe, 1994). Cet évenement
est concomitant avec la détection des interneurones PV dans le cortex visuel,
suggérant la nécessité de I'entrée d’'informations sensorielles pour induire I'expression
de la parvalbumine dans les interneurones PV (Del Rio et De Felipe, 1994). En effet,
la privation monoculaire chez des souris juvéniles provoque un ralentissement de la
maturation des interneurones PV. Ainsi, I'expression de PV dans ces interneurones
PV semble dépendre de la présence ou I'absence de stimulations sensorielles lors de
la période critique.

De fagon générale, la fin de la période critique correspond au déclin de la plasticité.
Les interneurones arborent alors progressivement des PNN, suggérant que cette
matrice extracellulaire est nécessaire a la maturation des interneurones PV et que sa
formation dépend de I'expérience vécue par les individus et/ou de lactivité des
interneurones PV (Celio et al., 1998 ; Pizzorusso et al., 2002). Ainsi, de nombreuses

études ont montré I'effet de la privation sensorielle sur la formation des PNN autour
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des interneurones PV. En effet, la privation monoculaire chez le chat juvénile provoque
une diminution du nombre de PNN dans le cortex visuel controlatéral a la privation
visuelle (Guimaraes et al., 1990). Ces mémes constatations sont faites chez le rongeur
dans les régions corticales associées aux privations sensorielles, qu’elles soient
visuelles pour le cortex visuel (Sugiyama et al., 2008), somatosensorielles pour le
cortex en barillet (McRae et al., 2007), ou sociales pour I'hippocampe et le cortex
préfrontal (Ueno et al., 2017). D’autres études, démontrent in vitro que 'augmentation
de I'entrée de Ca?* par les récepteurs AMPA ou par la dépolarisation chronique
provoque la formation des PNN autour des interneurones PV (Dityatev et al., 2007 ;
Giamanco et Matthews, 2012). Ces études démontrent I'importance des entrées
sensorielles dans I'activation des interneurones PV et dans la formation des PNN.

De facon remarquable, la dégradation des PNN dans le cortex visuel par une enzyme
bactérienne, la chondroitinase ABC (ChABC) rouvre la période critique et entraine une
facilitation de la plasticité et de la récupération fonctionnelle du cortex visuel aprées une
privation monoculaire précoce (Pizzorusso et al., 2002; Pizzorusso et al., 2006). Ces
résultats suggérent que la formation des PNN dans les cortex sensoriels détermine la
période critique de ces réseaux corticaux, leur présence limitant la plasticité du réseau
chez I'adulte. En effet, des études montrent que les PNN permettent une stabilisation
des entrées synaptiques présentes sur les interneurones PV, tout limitant la formation
de nouvelles synapses (Kwok et al., 2011). Cette « rigidité » des synapses a la fin de
la période critique suggere que les interneurones PV arborant des PNN sont dans
l'incapacité de moduler leur activité en fonction du vécu des individus au-dela de cette
période critique.

Plus réecemment, ce raisonnement a été étendu aux régions associatives, et en
particulier a l'amygdale, région cérébrale nécessaire a [I'établissement d'un
comportement de peur conditionné a un stimulus. En effet, 'apparition de PNN dans
'amygdale au cours du développement post-natal coincide avec la capacité a mettre
en place une mémoire associative de peur conditionnée chez les animaux juvéniles
(Gogolla et al., 2009). Par ailleurs, l'injection de ChABC dans I'amygdale de rats
adultes ayant subi un conditionnement de peur entraine la dégradation des PNN dans
'amygdale, associée a une suppression du comportement de peur conditionnée,
suggérant que la présence de PNN contribue au maintien de la trace de cette mémoire
associative (Gogolla et al., 2009). Des études similaires dans le cortex auditif
d’individus adultes démontrent que la présence de PNN est nécessaire a la formation
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et au maintien d’'un conditionnement de peur au son ; de fagon intéressante, il a
également été observé que les niveaux d’ARNm de plusieurs composants des PNN -
dont brevican, neurocan et aggrecan - sont a la hausse dans le cortex auditif 4 h aprés
le conditionnement de peur (Banerjee et al., 2017).

Ainsi la présence de PNN autour des interneurones PV semble étre importante pour
la stabilité des réseaux neuronaux qui sous-tendent le traitement des informations
sensorielles, mais aussi de certains processus cognitifs. D’autre part, les entrées
sensorielles, et plus largement les expériences vécues par les individus, apparaissent
nécessaires a la formation des PNN autour des interneurones PV. Cependant, les
mécanismes et signaux cellulaires provoquant la formation des PNN, et donc la

stabilité des réseaux, demeurent largement incompris.

L’homéobox de I'orthodenticule - 2 (Otx2)

Parmi les facteurs dont |la présence est liée a la période critique et a la maturation des
neurones PV, la protéine 2 de I'hnoméobox de I'orthodenticule (Otx2) apparait critique,
bien que sa contribution soit encore mal comprise. Otx2 est une homéoprotéine
contenant des séquences de sécrétion et d'internalisation lui conférant la capacité a
se déplacer de cellule en cellule et ainsi une capacité de migration tres importante au
sein des tissus (Joliot et Prochiantz, 2004 ; Brunet et al., 2007). Dans le cerveau,
'ARNm d’Otx2 est transcrit dans les régions impliquées dans le systéme visuel (la
rétine, le corps géniculé dorso-latéral, le colliculus supérieur et le plexus choroide). La
protéine Otx2 est observée dans la plupart des régions corticales (préfrontal, auditif,
somatosensoriel, visuel, amygdale basolatérale et hippocampe) (Spatazza et al.,
2013) (Figure 19A).

L’Otx2 a donc la capacité a migrer vers toutes les régions du cortex. La production
d’'Otx2 n’est pas dépendante de l'activité des cellules de la rétine. En revanche, la
migration de cette homeéoproteine dans le cortex visuel pour étre principalement
intégrée dans les interneurones PV dépend de I'activité et notamment de la stimulation
visuelle (Sugiyama et al., 2008). En effet, élever des souris dans I'obscurité provoque
une diminution de I'expression d’Otx2 associée a une diminution de I'expression en
protéine parvalbumine dans les interneurones PV du cortex visuel (Sugiyama et al.,

2008). L’injection d’Otx2 dans le cortex controlatéral a une privation monoculaire
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provoque une restauration du nombre d’interneurones PV, associée a une

augmentation des PNN autour de ces neurones (Sugiyama et al., 2008) (Figure 19B).

A B C

Peptide-RK

Figure 19 : Mécanisme de régulation d’Otx2 pendant la période critique

A : Au début de la période critique, |’activité sensorielle induit la formation initiale des PNN,
permettant ainsi I’internalisation d’Otx2 (ronds rouge) dans les inerneurones PV.

B : Pendant la période critique, I'accumulation d’Otx2 par les interneurones PV densifie le
maillage des PNN et favorise encore plus l'internalisation d’Otx2. Cette boucle de rétroaction
positive augmente |'expression en parvalbumine dans les somas des interneurones PV et
maintient les PNN dans un état mature. C : Le fait d’interférer avec I'interaction d’Otx2-PNN en
dégradant les PNN (ChABC, vert) ou en infusant le domaine de liaison GAG d’Otx2 (peptide-RK,
orange) provoque une réinitialialisation, ou dématuration, des interneurones PV et permet de
rouvrir la période critique.

Par ailleurs, linternalisation de la protéine Otx2 dans les interneurones PV est
fortement dépendante de la présence de PNN (Beurdeley et al., 2012). En effet, Otx2
exogéne présente une plus forte affinité pour les neurones entourés de PNN que pour
ceux qui en sont dénués (Beurdeley et al., 2012). De plus, la dégradation des PNN
dans le cortex visuel provoque une diminution de I'expression d’Otx2 dans les
interneurones PV (Beurdeley et al., 2012). L’affinité importante d’Otx2 pour les
neurones entourés de PNN est liée a la présence d’homéodomaines sur cette protéine,
reconnus par un domaine présent sur les PNN, le motif RK (Beurdeley et al., 2012).
La saturation de I'hnoméodomaine par linjection de peptide RK provoque une
diminution du marquage PNN et de I'expression PV et Otx2 dans les interneurones
PV. Le motif RK sur les PNN est donc nécessaire a I'internalisation d’Otx2 et induit la

maturation des interneurones PV (Figure 19C).
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Ainsi, Otx2 fonctionnerait de fagon synergique avec les PNN pour promouvoir la
maturation des interneurones en augmentant I'expression en parvalbumine et la

formation des PNN autour de ces interneurones PV.

La voie NRG1/ErbB4

La neuréguline 1 (NRG1) est un facteur neurotrophique exprimé tout au long du
développement embryonnaire et post-natal. La présence de NRG1 est notamment
nécessaire a partir de la 2°™¢ semaine de développement embryonnaire des souris
afin de permettre la migration des précurseurs d’interneurones issus de I'éminence
ganglionnaire médiane (MGE) vers le cortex, au sein duquel ils se différencient en
interneurones PV, notamment (Marin, 2013). La NRG1 est exprimée principalement
par les neurones excitateurs de maniere dépendante de 'activité (Mei et Xiong, 2008 ;
Mei et Nave, 2014 ; Ting et al., 2011). Son récepteur a tyrosine kinase ErbB4 est
détecté dés le 13 jour du stade embryonnaire, (Yau et al., 2003), et cette expression
est spécifique aux interneurones GABAergiques, principalement les interneurones PV
(Bean et al., 2014 ; Fazzari et al., 2010).

Au cours du développement post-natal, NRG1 joue un réle crucial dans la fermeture
de la période critique. En effet, la privation monoculaire provoque un ralentissement
de la maturation des interneurones PV du cortex visuel controlatéral a la privation
sensorielle, se traduisant par une réduction de I'expression de NRG1 et d’ErbB4
phosphorylé (activé) par les interneurones PV. L’injection de NRG1 dans le cortex
visuel permet de restaurer rapidement I'activité des interneurones PV en augmentant
les entrées excitatrices sur leur soma (Sun et al., 2016). Ainsi, la NRG1 permettrait
d’assurer la maturation des interneurones PV au cours de la période critique, en
réponse aux stimulations sensorielles (Sun et al., 2016). Par ailleurs, I'application de
NRG1 provoque via I'activation d’ErbB4 une augmentation du nombre et de la taille
des projections excitatrices sur les interneurones PV, se traduisant par une
augmentation de la fréquence et de lI'amplitude des courants post-synaptiques
excitateurs miniatures (MEPSC) des interneurones PV (Ting et al., 2011). En accord
avec ces données, la suppression d'ErbB4 dans les interneurones PV de souris
adultes entraine une réduction du nombre de terminaisons axonales Vglut1+ sur ces
neurones (Fazzari et al., 2010). Ces résultats suggérent que l'activation de la voie

NRG1/ErbB4 induit un renforcement et/ou une stabilisation des synapses excitatrices
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sur les interneurones PV, favorisant leur activation par le réseau environnant en
réponse aux stimulations.

En effet, 'application de NRG1 sur tranche d’hippocampe induit une augmentation de
'amplitude des courants post-synaptiques inhibiteurs (IPSC) plus importante sur les
neurones pyramidaux de l'aire CA1, suggérant une augmentation de l'activité des
interneurones inhibiteurs (Chen et al., 2010). Dans ces conditions, l'utilisation d’'un
protocole standard de stimulation des collatérales de Schaffer ne permet pas d’induire
une potentialisation a long terme (Chen et al., 2010). Par ailleurs, l'invalidation d’ErbB4
provoque un déficit de mémoire contextuelle si cette invalidation concerne les
interneurones PV, spécifiquement (Chen et al., 2010 ; Lu et al., 2014). Ces données
mettent en évidence l'importance de la voie NRG1/ErbB4 sur les interneurones PV
dans la régulation de la plasticité synaptique dans I'hippocampe.

Ainsi, NRG1 apparait jouer un rdle crucial dans la maturation des interneurones PV
dans le cerveau en développement, comme dans la plasticité du réseau chez I'adulte.
Le fait que la voie NRG1/ErbB4 est impliquée dans la fermeture de la période critique,
via une stabilisation des synapses excitatrices sur les interneurones PV, rappelle la
fonction présumée des PNN décrite précédemment (Cf : Introduction VI-b). Cependant
a ce jour aucune étude n’a établi de lien entre le systéeme NRG1/ErbB4 et la formation
des PNN.

c. Régulation de la plasticité des interneurones PV et de leur
PNN dans I’apprentissage et la mémorisation.

L’apprentissage et la consolidation de la mémoire chez I'adulte sont associés a une
modification de la plasticité cérébrale, en particulier dans I’hippocampe. Cela concerne
également les interneurones PV, dont I'activité et 'expression des PNN peuvent varier
en fonction de la tache cognitive ou de I'apprentissage.
L’expression en parvalbumine dans le soma des interneurones PV est dépendante de
I'activité de ces neurones (Patz et al., 2004). Ainsi, un neurone PV avec une faible
activité contiendra peu de protéine parvalbumine (configuration « low-PV »), alors
gu’'une activité unitaire soutenue provoquera l'augmentation de la présence de
parvalbumine dans le soma de ces neurones (configuration « high-PV »). Il a été
rapporté que, au moins dans l'aire CA3 de I'hippocampe, la proportion relative des
interneurones PV « low-PV » et « high-PV » peut changer en fonction de I'expérience

vécue par les individus, et plus particulierement du type d’apprentissage auquel ces
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individus sont soumis (Donato et al., 2013). Ainsi, des souris placées dans un
environnement enrichi, sans tache particuliere a apprendre, présentent une plus
grande proportion de neurones « low-PV » dans I'aire CA3 que des souris élevées en
conditions standards. Cette configuration « low-PV » est sous-tendue par une
augmentation du nombre de synapses inhibitrices et une diminution des synapses
excitatrices sur les interneurones PV (Donato et al., 2013). La modification du réseau
local sur les interneurones PV permettrait de favoriser I'acquisition et la rétention de
nouvelles informations et la plasticité synaptique. Cette configuration « low-PV » serait
le reflet d’'une réduction de I'activité des interneurones PV, et donc d’'une désinhibition
des neurones excitateurs, ce qui faciliterait I'établissement d’'un nouvel apprentissage.
En revanche, lors d’un conditionnement de peur, quand une tache est acquise ou
consolidée, on observe des souris une augmentation de la proportion de neurones
« high-PV », associée a une augmentation du nombre de synapses excitatrices sur les
interneurones PV et a un fort tonus inhibiteur sur les neurones excitateurs dans I'aire
CA3. Cette configuration « high-PV » permettrait de stabiliser la mémoire acquise,
mais provoquerait des interférences pour I'acquisition de nouveaux souvenirs (Donato
et al., 2013 ; Tripodi et al., 2018) (Figure 20).

Figure 20: Schéma illustrant la modification de la plasticité des interneurones PV en fonction de
I'apprentissage ou de la mémorisation.

Le début d’un apprentissage ou le passage dans un environnement enrichi (EE), provoque une
configuration des interneurones PV avec une faible concentration en parvalbumine (low-PV).
Inversement, la fin d’un apprentisage, ou la consolidation de nouvelles informations induit un
changement dans la configuration des interneurones PV, favorisant une forte concentration en
PV (High-PV). D’apres Donato et al., 2013.

Comme vu précédemment, I'expérience vécue par les individus, et donc
l'apprentissage, peut également modifier la présence de PNN autour des

interneurones PV. Or, les modifications de I'expression de parvalbumine par les
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interneurones PV durant I'apprentissage sont aussi associées a la formation des PNN.
En effet, I'exposition a environnement enrichi, ou aux premiéres sessions d’un
apprentissage séquentiel, la proportion d’interneurones « low-PV » augmente alors
que la présence des PNN autour de ces interneurones diminue (Favuzzi et al., 2017).
Au contraire, un apprentissage aversif ou la fin d’'un apprentissage séquentiel sont
associés a une augmentation de la proportion d’interneurones « high-PV » et a une
présence importante de PNN autour de ces neurones PV (Favuzzi et al., 2017 ; Shi et
al., 2019). Ces observations mettent en évidence un lien entre PNN et niveau d’activité
des interneurones PV dans I'hippocampe, suggérant une implication du systéme

PV/PNN dans les fonctions mnésiques.

d. Ro6le des PNN dans I’activité des interneurones PV.

L’expérience vécue par les individus apparait étre un facteur déterminant pour 'activité
des interneurones PV de I'hippocampe et pour la présence de PNN autour de ces
interneurones. Toutefois, le réle joué par les PNN dans le fonctionnement des
interneurones PV reste incompris.

En tant que matrice extracellulaire, les PNN représentent une barriére physique autour
des neurones, et jouent un réle dans la régulation du mouvement des protéines qui se
fixent a la membrane (Dick et al., 2013 ; Frischknecht et al., 2009). Les PNN sont par
ailleurs considérés comme des tampons locaux, absorbant les fortes variations de
concentration en cations extracellulaires (Hartig et al., 1999 ; Morawski et al., 2015).
C’est particulierement le cas pour les interneurones PV qui sont des interneurones a
décharge rapide, caractérisés par un important flux entrant de Na* et un flux sortant
de K* médié par des canaux potassiques (Kv3.1b). Ainsi, la présence de PNN facilite
le déplacement des cations extracellulaires locaux (Hartig et al., 1999 ; Bruckner et
al., 1993).

L’altération d’une des protéines composant les PNN, brevican, dans I'aire CA1
provoque une diminution du nombre de projections pré-synaptiques excitatrices
(Vglut1) et post-synaptiques excitatrices (PSD95) et inhibitrices (Géphyrine) sur les
interneurones PV. Ces modifications de la nature et du nombre des synapses sur les
neurones PV en absence de PNN fonctionnel s’laccompagnent d’'une augmentation de
leur excitabilité et de leur résistance membranaire, associée a une demi-largeur du

potentiel d'action plus long et une période réfractaire plus longue (Favuzzi et al., 2017).
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Ainsi, I'activité de ces interneurones PV dépourvus de PNN fonctionnel, devient moins
efficace a haute fréquence (Favuzzi et al., 2017).

D’autres études ont utilisé la ChABC pour dégrader les PNN entourant les
interneurones PV. |l a ainsi été montré que la disparition de PNN dans I'aire CA1 de
'hippocampe provoque une modification de [I'excitabilité et de la résistance
membranaire des interneurones PV, causant également une diminution de leur
expression somatique en parvalbumine (Shi et al., 2019). De plus, I'absence de PNN
s’accompagne d’'une diminution de la libération de GABA, démontrant que la présence
de PNN autour des neurones PV garantit leur capacité a exercer un tonus inhibiteur
dans le réseau hippocampique (Shi et al., 2019).

Sur le plan fonctionnel, cette modification de I'excitabilité des interneurones PV en
fonction de la présence ou de I'absence de PNN suggére un changement dans leur
capacité a réguler et a encoder les informations. En effet, I'utilisation de ChABC dans
'aire CA1 provoque une perturbation de l'acquisition, de la consolidation, et de la
reconsolidation chez des souris soumises a un conditionnement de peur au contexte
(Shi et al., 2019). En revanche, l'inhibition de I'expression de brevican spécifiquement
dans les interneurones PV de I'aire CA1 provoque une altération de mémoire de travail
et de mémoire épisodique a court terme, tout en facilitant la capacité de discrimination
(Favuzzi et al., 2017). Ainsi, I'absence ou la présence de PNN autour des
interneurones PV de I'hippocampe impacte les fonctions mnésiques liées a I'activité
de ces interneurones. Or, il existe une pathologie affectant la mémoire, et pour laquelle
un lien entre dysfonctionnement des interneurones PV et déficits mnésiques est établi :

la maladie d’Alzheimer.

e. Les PNN dans la maladie d’Alzheimer.

Comme vu précédemment, les PNN jouent un role de tampon local contre les fortes
variations de concentration en cations extracellulaires (Hartig et al., 1999 ; Morawski
et al., 2015). En accord avec cette idée, les interneurones PV immatures, dénués de
PNN, sont plus sensibles au stress oxydatif (Cabungcal et al.,, 2013). D’ailleurs,
l'application d’AB42 sur des cellules corticales en culture montre une survie plus
importante des neurones qui possédent des PNN. Au contraire, la dégradation des
PNN par la ChABC provoque une mort cellulaire importante dans ces mémes

conditions, démontrant le rdle protecteur des PNN contre I'effet neurotoxique du
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peptide amyloide (Miyata et al., 2007). Il est intéressant de noter que les neurones
possédant des PNN ne présentent pas d’enchevétrements neurofibrillaires (Morawski
etal., 2010 ; Suttkus et al., 2016). Ceci s’expliquerait par la capacité des PNN a capter
la protéine Tau et a limiter son internalisation par le neurone qu’il entoure. Enfin, les
pertes neuronales sont moins importantes dans les régions cérébrales ayant conserve
leurs PNN (Bruckner et al., 1999 ; Morawski et al., 2010 ; Morawski et al., 2012). Ainsi,
la présence de PNN autour des neurones PV pourrait limiter les dommages
histopathologiques liés a la MA.

Cependant, les études évaluant la présence de PNN dans les tissus cérébraux de
patients atteints de MA sont peu nombreuses, notamment du fait de la dégradation
rapide des PNN post-mortem. En effet, la dégradation des matrices extracellulaires
aurait lieu entre 4 et 8h aprés le décés (Beach et al., 2008). Malgré ces limites,
plusieurs études rapportent une diminution du nombre de PNN dans le cerveau des
patients MA, notamment dans les régions frontales (Baig et al., 2005 ; Kobayashi et
al., 1989). A linverse, d’autres études n’observent aucune modification, voire une
augmentation, de la présence de PNN dans le cerveau MA par rapport a celui de sujets
sains du méme age (Bruckner et al., 1999 ; Morawski et al., 2012 ; Howell et al., 2015).
D’autres études ont cherché a évaluer I'impact de la MA sur la présence de PNN en
mesurant la présence de ces différents composants dans le liquide cérébrospinal, et
ont conclu a une absence de modification par rapport aux sujets controles (Minta et
al., 2019). L’expression des différents composants des PNN (brevican, Ctl-1 et
aggrecan) a été mesurée par Western Blot aux stades modéré et sévére de la
pathologie. Il ressort que I'expression des composants des PNN tend a diminuer pour
les patients MA modérés par rapport aux sujets contréles du méme age, mais
augmentent fortement chez les patients MA sévéres (Lendvai et al., 2013). D’aprés
cette étude, il y aurait donc une régulation différente de I'expression des PNN en
fonction du degré de sévérité de la pathologie. Par conséquent, il est difficile de
déterminer I'impact de la MA sur la présence de PNN chez ces sujets.

Cette difficulté est retrouvée lors des études utilisant des modéles murins de la
pathologie. Ainsi, certains travaux ne détectent aucune altération de 'aggrecan dans
I'hippocampe des souris Tg2576 de 12 mois (Morawski et al., 2010), alors que d’autres
basés sur des souris APPswe/PS1dE9 observent une augmentation de I'expression
des PNN en fonction de 'avancement de la pathologie (Vegh et al., 2014). Dans cette
derniére étude, la dégradation par la ChABC, des PNN de I'aire CA1 des souris
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APPswe/PS1dE9 améliore méme la mémoire contextuelle de ces animaux, et permet
également de restaurer en partie la potentialisation a long terme altérée dans ce
modele (Vegh et al., 2014). Chez ces souris APPswe/PS1dE9, la dégradation des PNN
par la ChABC réduit également les plagues amyloides dans I'hippocampe (Howell et
al., 2015). Ces résultats démontrent que la présence des PNN est associée a une
augmentation des altérations caractéristiques de la MA.

Cependant, d’autres études rapportent une toute autre régulation des PNN en
conditions pathologiques. Ainsi des travaux récents de notre équipe décrivent une
diminution du nombre de PNN autour des neurones PV des aires CA1, CA2 et CA3 de
I'hippocampe de souris Tg2576 (Cattaud et al., 2018). Dans cette étude, la diminution
des PNN observée dés I'dge de 6 mois est associée a une forte diminution
d’interneurones PV détectables (Cattaud et al., 2018 ; Annexe 2). En revanche, a I'age
de 13 mois, la réduction des interneurones PV entourés de PNN est similaire chez les
souris Tg2576 et les souris non-transgéniques, en accord avec des études antérieures
(Morawski et al., 2010). Ainsi les souris Tg2576 semblent présenter une diminution
précoce des interneurones PV et de leur PNN dans I'hippocampe, ce qui pourrait
contribuer a la survenue des troubles cognitifs (Cattaud et al., 2018). D’autre part cette
diminution de PNN est d’autant plus remarquable dans l'aire CA2 de ces souris
modéles de la MA, du fait d’'une présence particulierement importante de PNN en
conditions contréles.

Etant donné l'importance jouée par les PNN dans I'intégrité fonctionnelle des neurones
PV, ces modifications suggérent que la transmission inhibitrice dans I'hippocampe
atteint de MA serait perturbée, entrainant des activités cérébrales aberrantes qui

pourraient contribuer aux altérations cognitives associées a la MA.

VII. Une plasticité spécifique PV-dépendante dans I’aire CA2

L’aire CA2 est la région de l'hippocampe possédant la plus forte densité en
interneurones PV (Botcher et al., 2014). Cette importante population GABAergique
présente des ramifications axonales développées a I'origine d’'une robuste régulation
inhibitrice des neurones pyramidaux de CA2 (Ribak et al., 1993). Dans CA2 la
transmission inhibitrice est plus importante que dans les autres aires de I'hippocampe
(Piskorowski et Chevaleyre, 2013). Par conséquent, I'incapacité de la stimulation des

collatérales de Schaffer (CS) a induire une LTP dans I'aire CA2 serait le reflet du fort
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tonus inhibiteur GABAergique exercé par les interneurones sur les neurones
pyramidaux (Cf: Introduction IV-c). En effet, I'application d’antagonistes des
récepteurs GABA-A et GABA-B sur tranche d’hippocampe induit une forte
augmentation des potentiels post synaptiques excitateurs (PPSE) dans I'aire CA2 suite
a la stimulation des CS (Chevaleyre et Siegelbaum, 2010 ; Piskorowski et Chevaleyre,
2013), et permet I'apparition de LTP.

Ainsi, la diminution du contrdle inhibiteur exercé par les interneurones PV sur les
neurones pyramidaux de CA2 apparait nécessaire a I'induction d’'une LTP dans cette
aire cérébrale. Ceci est rendu possible par I'existence d’'une forme singuliére de
plasticité des interneurones PV eux-mémes : la dépression a long-terme des synapses
inhibitrices (iLTD). Ainsi, la stimulation a haute fréquence des CS provoque une
dépression a long terme des interneurones PV, et entraine une diminution de la
libération de GABA sur les neurones pyramidaux. En paralléle, la levée de l'inhibition
permet a la stimulation des CS induire une LTP sur les neurones pyramidaux
(Piskorowski et Chevaleyre, 2013) (Figure 21).

Figure 21 : Schémaiillustrant le mécanisme de la dépression along terme dépendant des interneurones
PV dans l’aire CA2

En condition basale, les entrées excitatrices provenant des collatérales de schaffer de CA3
vont induire [l’activation des interneurones PV provoquant une inhibition des neurones
pyramidaux de I'aire CA2. La stimulation a haute fréquence ou une activité accrue dans l'aire
CA3 va induire une dépression a long terme sur les interneurones PV de I'aire CA2 permettant
une désinhibition des neurones pyramidaux de I'aire CA2. D’aprés Chevaleyre et Piskorowski
, 2016.

Plusieurs études cherchant a identifier les mécanismes sous-tendant cette iLTD dans
'aire CA2 ont révélé l'importance des récepteurs delta opioides (DOR) pour ce type
de plasticité. Les DOR sont fortement exprimés dans I'aire CA2 (Crain et al., 1986) et
plus particulierement par les interneurones PV (Erbs et al., 2012). De plus,
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'enképhaline, un opioide endogéne et ligand principal des DOR, est particulierement
abondante dans l'aire CA2 (Sar et al., 1978). L’inactivation des DOR par un
antagoniste sélectif empéche l'induction de LTD des interneurones PV apres une
stimulation a haute fréquence (Piskorowski et Chevaleyre, 2013). Par ailleurs, la
présence de cette iLTD DOR-dépendante est nécessaire pour pouvoir provoquer une
LTP dans les neurones de CA2 (Nasrallah et al., 2019).

La contribution de I'aire CA2 dans la régulation du transfert des informations au sein
de I'hippocampe (Cf : Introduction IV-b) suggére que la iLTD DOR-dépendante serait
cruciale dans ce processus. Une altération de la iLTD modifierait la régulation de la
transmission inhibitrice dépendante de l'activité du réseau, et pourrait altérer les
fonctions mnésiques, et particulierement la mémoire sociale pour laquelle CA2 joue
un role clé (Piskorowski et Chevaleyre, 2013). En accord avec cette idée, le blocage
des DOR par linjection d’'un antagoniste (Naltrindole) dans I'aire CA2 provoque un
déficit de mémoire sociale chez les souris (Leroy et al., 2017). Par ailleurs, des souris
modeéles du syndrome de délétion 22g11.2 lié a la schizophrénie présentent une
diminution des interneurones PV de l'aire CA2, associée a une diminution de la
transmission inhibitrice et de la iLTD, et a un déficit de mémoire sociale (Piskorowski
et al., 2016). De facon intéressante, ces perturbations des propriétés des
interneurones PV ne sont visibles qu’a la fin de I'adolescence, suggérant que les
neurones PV de I'aire CA2 subissent des changements importants au cours de cette
période.

Ainsi, les interneurones PV de I'aire CA2 sont déterminants dans la régulation de la
plasticité de cette région de I'hippocampe. Etant donné que I'aire CA2 sous-tend les
processus de mémoire sociale, la contribution des interneurones PV pourrait étre
cruciale pour ce type de mémoire. Or, I'excitabilité des interneurones PV est fortement
dépendante des PNN, suggérant que leur présence ou absence serait déterminante

pour le fonctionnement de I'aire CA2.

a. Role des PNN dans la plasticité de I’aire CA2

L’aide CA2 posséde une forte densité d’interneurones PV, et de ce fait, est enrichie en
PNN et ses différents composants (brevican, neurocan et aggrecan) (Cabungcal et al.,
2013 ; Bruckner et al., 2003 ; Ajmo et al., 2008 ; Carstens et al., 2016).
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Outre les PNN typiquement organisés en maillage autour des somas des neurones
PV, l'aire CA2 posséde une forte expression de PNN diffus localisée dans la couche
pyramidale (Celio, 1993) (Figure 22). On ne sait pas encore si ce marquage témoigne
de la présence atypique de PNN autour des neurones pyramidaux de CA2 (Carstens
et al., 2016 ; Celio, 1993), ou s'il est le reflet du fait que les cellules pyramidales de la
région CA2 sont plus densément couvertes par les terminaisons des cellules PV que
celles des autres régions de I'hippocampe (Piskorowski et al., 2016). Récemment, il a
été proposé que les composants des PNN périsomatiques et ceux des PNN diffus de
I'aire CA2 pourraient avoir des origines différentes : les PNN autour des interneurones
PV seraient issus de composants produits par les neurones PV eux-mémes, alors que
le marquage diffus observé dans I'aire CA2 pourrait provenir de composants produits
par les astrocytes (Favuzzi et al., 2017). Ainsi, la signification fonctionnelle des PNN
diffus de la région CA2 pourrait étre différente de celle des PNN en maillage entourant

les neurones PV.

e

Figure 22 : Marquage WFA (PNN) d’un hippocampe de souris adulte.

On peut constater la présence d’une forte densité en marquage WFA (PNN) dans I'aire CA2
comparée aux autres aires de I’'hippocampe. Le marquage PNN est localisé en périsomatique
autour des somas des neurones avec une forte intensité. Un autre marquage plus diffus est
observé dans la totalité de I'aire CA2. CA1 : Corne d’Ammon 1, CA2 : Corne d’Ammon 2,
CA3 : Corne d’Ammon 3

Comme nous l'avons vu précédemment, les neurones excitateurs de I'aire CA2 ne

présentent pas de LTP induite par une stimulation des CS dans le stratum radiatum
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(Cf : Introduction IV-c) ; cette résistance a la LTP est notamment due a la grande
densité de neurones PV et au contréle inhibiteur important qui existe dans cette région
(Cf: Introduction VII). Les PNN participant a la régulation de [lactivité des
interneurones PV, la présence ou I'absence de cette matrice extracellulaire dans laire
CAZ2 pourrait avoir des conséquences sur la plasticité de cette aire hippocampique.

Une étude récente a examiné la contribution des PNN dans la plasticité des neurones
de l'aire CA2 au cours du développement post-natal. A I'age de 14 et 21 jours, les
souris présentent un marquage Wisteria Floribunda Agglutinine (WFA, le marqueur le
plus utilisé dans la littérature pour révéler la présence de cette matrice extracellulaire),
faible dans 'aire CA2 par rapport aux souris adultes. Le séjour de ces souris juvéniles
dans un environnement enrichi provoque une augmentation de I'expression de PNN
dés I'age de 21 jours, indiquant que le développement de cette matrice dans I'aire CA2
dépend de I'expérience vécue par les individus, comme c’est le cas dans les cortex
sensoriels et associatifs (Cf : Introduction VI-c) (Carstens et al., 2016). Cette méme
étude indique que dégrader les PNN sur des préparations de tranches d’hippocampe
de souris adultes suffit pour permettre I'apparition d’'une LTP dans la couche
pyramidale de I'aire CA2 aprés un protocole standard de stimulation dans l'aire CA3
(Carstens et al., 2016). Par ailleurs, la dégradation des PNN dans l'aire CA2 provoque
7 jours aprés linjection de la ChABC des effets importants sur I'excitabilité des
interneurones PV et des neurones pyramidaux de cette aire. Ainsi, 'absence de PNN
abaisse le seuil de genése de potentiels d’action des interneurones PV, augmentant

donc I'excitabilité de ces neurones (Hayani et al., 2018 ; Dityatev et al., 2007).

Les PNN apparaissent tardivement au cours du développement post-natal suggérant
que I'établissement de plasticités a long-terme (LTP et/ou iLTD) dans l'aire CA2, et les
capacités cognitives associées, varient en fonction de I'age des individus. Par ailleurs,
le fait que les souris Tg2576 présentent trés tot une diminution du nombre
d’interneurones PV et PV/PNN dans I'aire CA2 (Cattaud et al., 2018) laisse penser que
la plasticité induite par les neurones PV de cette région et les fonctions mnésiques
associées seraient altérées dans ce modeéle murin de la MA.
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Dans le cerveau, le développement du systéme inhibiteur est dépendant de la
plasticité et de la maturation des interneurones PV. Dans le cerveau immature,
'absence de PNN autour des interneurones PV est associée a une incapacité a former
une trace mnésique stable (Gogolla et al., 2009). Avec le temps, et 'accumulation
d’expériences vécues, I'apparition des PNN autour des interneurones PV cléture la
période critique, et signe la transition entre un cerveau immature et mature (Hensch,
2005). Des facteurs de maturation tels que Otx2, ou NRG1 sont mis en jeu pour clore
cette période critique (Sugiyama et al., 2008 ; Sun et al., 2016).

En conditions pathologiques, les interneurones PV et leur PNN présentent des
dysfonctionnements importants. Chez le rongeur, ces altérations s’observent
notamment dans les modéles de maladies neuropsychiatriques telles que la
schizophrénie (Piskorowski et al., 2016) ou de maladies neurodégénératives comme
la MA (Verret et al., 2012 ; Cattaud et al., 2018). Dans ces pathologies, I'altération de
la composante inhibitrice est associée aux troubles cognitifs, notamment mnésiques
(Piskorowski et al., 2016 ; Verret et al., 2012). Bien que seulement 20% des neurones
inhibiteurs de I'hippocampe soient des neurones PV, la préservation de leur intégrité

et de leur fonction apparait donc cruciale pour permettre les processus mnésiques.

L'aire CA2 assume des fonctions distinctes de celles des autres aires de I'’hippocampe.
Plusieurs études ont mis en évidence l'implication de I'aire CA2 dans la mémoire
sociale. Chez la souris, 'inhibition des cellules pyramidales excitatrices de I'aire CA2
induit des déficits de mémoire sociale, sans affecter les performances dans d’autres
types de mémoires hippocampo-dépendantes (Hitti et Siegelbaum, 2014). De plus, en
conditions non-pathologiques, I'aire CA2 présente une forte densité en neurones PV
ainsi qu’une densité importante de PNN, lui conférant des particularités anatomo-
fonctionnelles atypiques (Botcher et al., 2014 ; Carstens et al., 2016; Piskorowski et
Chevaleyre, 2013). En effet, les neurones inhibiteurs PV de 'aire CA2 peuvent étre
soumis a une dépression a long terme (iLTD), médiée par leurs récepteurs Delta
opioides (DOR), ce qui n'est pas le cas par exemple des interneurones PV présents
dans l'aire CA1 (Piskorowski et Chevaleyre, 2013). Ce phénoméne particulier a I'aire
CA2 est dépendant de la présence des neurones PV et de leur activité (Nasrallah et
al., 2019). Le réle prépondérant de la iLTD dans la régulation de I'aire CA2 serait ainsi

potentiellement lié aux processus de mémoire sociale.
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Au cours de cette thése, nous avons cherché a mettre en évidence chez la souris, le
lien entre le degré de maturation des neurones PV de I'aire CA2, sous-tendue par la
présence de PNN, et la capacité a établir une mémoire sociale, en condition non-

pathologique, et dans la MA. Ce travail s’est organisé autour de 3 objectifs :

1) Définir le lien entre la maturation des interneurones a
parvalbumine de I'aire CA2 et ’émergence de la mémoire sociale
a la fin de I’adolescence.
L’adolescence est une période de transition entre la fin de I'enfance et le début de
'age adulte qui se caractérise par d’importants changements comportementaux et
cognitifs. Parmi eux, 'émergence de la cognition sociale est 'un des plus significatifs
(Blakemore 2008). L’adolescence est aussi une période de susceptibilité aux facteurs
environnementaux pouvant entrainer des modifications persistantes dans le cerveau
et potentiellement faciliter 'émergence de maladies psychiatriques telle que la
schizophrénie. Cependant, les changements cellulaires et synaptiques se produisant

dans 'hippocampe au cours de I'adolescence restent mal compris.

Dans cette thése, nous avons cherché a déterminer les modifications cellulaires et
fonctionnelles au cours de la maturation de l'aire CA2 survenant a la fin de
'adolescence. De plus, nous avons examiné si ces modifications sont associées a
'émergence de nouvelles capacités cognitives. Pour mener a bien ce travalil
collaboratif, les études électrophysiologiques sur tranche d’hippocampe ont été
réalisées par I'équipe de Vivien Chevaleyre et Rebecca Piskorowski (Inserm U1266

IPNP, Paris), et j'ai été en charge des approches in vivo.

2) Dysfonctionnements des interneurones a parvalbumine dans
I’aire CA2 et les troubles de la mémoire sociale chez des souris
modéles de la maladie d’Alzheimer.

Dans le circuit hippocampique, I'aire CA2 occupe une fonction distincte de celles des
autres aires. Elle est en particulier impliquée dans la mémoire sociale (Hitti et
Siegelbaum 2014). La forte densité en interneurones PV et en PNN dans l'aire CA2
suggére une forte implication de ces neurones dans la régulation des fonctions
cognitives (Botcher et al., 2014 ; Carstens et al., 2016). En effet, les interneurones PV
de laire CA2 peuvent exprimer une iLTD médiée par les DOR (Piskorowski et
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Chevaleyre 2013), et cette forme de plasticité serait directement liée a la capacité a
former une mémoire sociale (Leroy et al., 2017). Or, les souris Tg2576 modéles de la
MA, présentent trés t6t une diminution du nombre d’interneurones PV et PV/PNN dans
laire CA2 (Cattaud et al., 2018) suggérant que la plasticité induite par les
interneurones PV de cette région et les fonctions mnésiques associées sont altérées
dans ce modéle murin de la MA. Cette partie, qui est le coeur de mon travail de thése,
vise a démontrer les liens potentiels entre les perturbations du réseau PV/PNN de l'aire

CAZ2 des souris modeles de la MA, et leurs déficits de mémoire sociale.

3) Caractériser les effets de I'interaction sociale sur I'activité des
interneurones a parvalbumine de I'aire CA2.

De nombreuses études ont révélé l'importance des interneurones PV dans la
régulation de l'activité cérébrale notamment dans la génération des ondes théta et
gamma (Amilhon et al., 2015 ; Cardin et al., 2009 ; Sohal et al., 2009). Cependant,
l'intégrité des interneurones PV dans des modéles murins de la MA est perturbée,
causant I'émergence d’activités oscillatoires aberrantes (Verret et al., 2012). Cette
I'altération des interneurones PV serait en lien avec I’hyperexcitabilité hippocampique
et I'apparition des troubles cognitifs (Verret et al., 2012 ; Bezzina et al., 2015).
L’influence de la stimulation cognitive sur la modulation de la plasticité des
interneurones PV a été largement mise en évidence (Donato et al., 2013 ; Favuzzi et
al., 2017 ; Cattaud et al., 2018). En effet, il est observé que certaines stimulations
cognitives, comme le séjour dans un environnement enrichi, améliore I'intégrité des
interneurones PV et la formation des PNN chez les souris Tg2576 (Cattaud et al.,
2018).

Dans cette derniére partie, nous avons examiné si une stimulation sociale suffit a
modifier la plasticité des interneurones PV de I'aire CA2 chez des souris en conditions
non-pathologique et pathologique, et si cela entraine une modification de l'activité

cérébrale de ces souris.
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l. Modeles animaux

a. Souris Tg2576

Nous avons utilisé des souris transgéniques issues de la lignée Tg2576 (Hsiao et al.,
1996). Les souris de cette lignée sur-expriment le géne humain codant la protéine
précurseur du peptide amyloide (hAPP) et portant une double mutation (Lys670-Asn,
Met671-Leu [K670N, M671L]). L'expression de hAPP mutée est régulée par le
promoteur de la protéine du prion de hamster. Au sein de cette lignée de souris, la
protéine hAPP est exprimée dés la naissance et constitutivement. On retrouve le
transgéne majoritairement dans le cerveau et plus faiblement dans le foie et le rein
(Van Ess et al., 2002).

Au laboratoire, la lignée de souris Tg2576 est obtenue par croisements de souris males
C57BL/6J avec des femelles SJL/J (Charles River, L’Arbresle, France), générant des
femelles C57BL6/SJL F1, qui sont ensuite croisées avec des males Tg2576. La
descendance est génotypée par PCR afin de révéler la présence de la séquence
d’ADN hAPP. Les souris Tg2576 et leurs fréres et sceurs non-transgéniques (NTQ)
sont ensuite hébergées entre individus de méme sexe (3 a 5 souris/cage) dans des
cages en polycarbonate (32x16x14cm) au sein de I'animalerie dont I'environnement
est controlé (température 23°C+1°C ; cycle jour-nuit 12h-12h ; nourriture et eau ad
libitum).

b. Souris DORflox

Les souris DORflox proviennent d’'un don de Dominique Massotte du Chronobiotron
de Strasbourg. Les souris utilisées dans notre étude sont issues du croisement de
souris DORflox/flox homozygote avec des souris Na(V)1.8-Cre, générant ainsi la
lignée DORflox/flox; Na(V)1.8-Cre de fond génétique C57BL/6 . Nous avons utilisé les
souris DOR(flox/flox; Na(V)1.8-Cre-/- et quelques individus DORflox/flox; Na(V)1.8-
Cre+/-. Les souris sont hébergées entre individus de méme sexe (3 a 5 souris) dans

des cages en polycarbonate (32x16x14cm) au sein de I'animalerie.
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. Chirurgie

a. Anesthésie gazeuse

L’anesthésie gazeuse permet une administration en temps réel du produit
anesthésiant. Ainsi, la gestion du gaz limite les surdosages pouvant entrainer une
détresse respiratoire et un rétablissement plus difficile des animaux.

Pour chaque procédure chirurgicale - implantation de canule, d’EEG et injections intra-
hippocampiques (Cf : Tableau 1) - les souris sont anesthésiées par voie gazeuse au
Vetfluorane (1000mg/g/ml; ref: Vnr137317 ; Virbac). Tout au long de la chirurgie,
'anesthésie est contrdlée via différentes observations telles que I'immobilisation, la
relaxation musculaire et la respiration réguliére de I'animal. En paralléle, la réponse
aux réflexes est vérifiee toutes les 10-15 min afin de contrdler la profondeur de
'anesthésie.

Pour diminuer le stress et ainsi faciliter I'anesthésie, le rongeur est tout d’abord
acclimaté pendant 5 minutes a la chambre d’induction sans gaz. Ensuite, 'anesthésie
se déroule en 3 phases et commence par l'induction du gaz. Le gaz anesthésiant est
alors induit dans la chambre a une concentration de 4% avec un débit d’air/oxygéne a
0.2ml/min. Lors de la deuxiéme phase, dite de délire, 'animal présente des
déplacements aléatoires et une accélération de son rythme respiratoire. Enfin, dans la
troisieme phase, la souris est immobile avec une respiration lente et réguliere. L'animal
est ensuite installé dans lappareil stéréotaxique (Kopf) équipé d’'un masque
permettant de maintenir 'anesthésie tout le long de la procédure. La concentration du
gaz est diminuée a 2-1.5% quand la souris est stabilisée. Afin de limiter les cas
d’hypothermie récurrents lors de l'anesthésie des petits animaux, une couverture
chauffante est placée sous I'animal. Puis, un gel oculaire (Ocrygel) est appliqué,

permettant d’éviter le desséchement des yeux.
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b. Injections aigues de solutions de ChABC, NRG1lb ou
adénovirales dans ’aire CA2

Généralités
L’injection aigle est une injection unique réalisée sous anesthésie générale et en
absence de canule. Les souris sont injectées avec 0.1pl par site, via I'utilisation d’une
seringue Hamilton de 5pl reliée a un micro-injecteur. Les injections sont réalisées en
deux sites (CA2 dorsal et CA2 ventral) pour chaque hémispheére. L’aire CA2 est trés
restreinte, et ses coordonnées peuvent substantiellement changer en fonction du fond
géneétique et du sexe des individus. Afin de s’assurer de la spécificité des injections
dans les différentes expériences, les coordonnées stéréotaxiques sont
systématiquement controlées et ajustées pour chaque lignée de souris. Concrétement,
des injections de bleu de méthyléne sont réalisées chez quelques individus (un a trois)
avant de réaliser les lots expérimentaux. Les volumes choisis et la vitesse
d’administration de 0.05ul/min permettent une injection restreinte a I'aire CA2. Cing
sutures sont ensuite réalisées avec un fil résorbable aseptique pour refermer la peau.
Pendant son réveil, la souris est placée seule dans une cage. Sa température et sa
fréquence cardiaque sont contrélées jusqu’a son réveil complet. L’animal est alors

replacé dans sa cage d’origine avec ses congéneéres.

Injections aigties de Chondroitinase-ABC dans I’aire CA2

Nous avons réalisé des injections de Chondroitinase-ABC (ChABC), une enzyme
bactérienne capable de dégrader les protéoglycans qui composent les PNN (Bruckner
etal., 1998). La ChABC est diluée a 50U/ml dans une solution de PBS contenant 0.1%
de BSA. Les souris contrdles sont injectées bilatéralement dans l'aire CA2 d’une
solution de PBS et de 0.1% d’albumine de sérum bovin (BSA) (Cf : Tableau 1). Pour
cette expérience, des souris C57BL/6J males (Cf : Résultats partie 1) et femelles (Cf :
Résultats partie 2) de 5 semaines sont utilisées (Charles River, L’Arbresle, France).
Les souris recoivent a deux injections intra-CA2 dans chaque hémisphére
(coordonnées : site CA2 rostral L : £0.60, AP :-1.10, DV :-2.05 mm, et site CA2 caudal
L: +£2.30, AP :-1.98, DV :-2.00 mm) (Figure 23). Les souris sont ensuite laissées 7

jours avant d’étre manipulées.
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Figure 23 : Localisation des sites d'injection (en noir) dans
I'aire CA2 chez des souris C57BL/6j de 5 semaines

Injections aigies de NRG1b dans I'aire CA2

Des souris Tg2576 femelles de 9 mois recoivent a deux injections intra-CA2 dans
chaque hémisphére (coordonnées : site CA2 rostral L : £0.70, AP : -0.5, DV : -2.05,
site CA2 caudal L: £2.30, AP : -1.38, DV : -2.00) (Figure 24), et selon la méme
procédure que celle décrite précédemment. La solution de Human Heregulin-beta 1
(NRG1b) 6.66 nM est diluée dans une solution de PBS. Les injections contrdles sont
effectuées avec une solution de PBS (Cf: Tableau 1). Les souris sont maintenues

dans leur cage respective pendant 5 jours apres l'intervention, avant d’étre testées.

Figure 24 :
Localisation des sites d'injection (en noir) dans l'aire

CA2 chez des souris Tg2576

Injections adénovirales dans I'aire CA2

Nous avons utilisé le systéme Cre-lox afin de bloquer I'expression des récepteurs delta
opioide (DOR). Le principe consiste a utiliser des souris DORflox qui présentent deux
sites loxP encadrant la partie essentielle du géne codant pour les DOR. Ces souris
sont injectées dans l'aire CA2 avec un adénovirus rAAV5-hSyn-GFP-Cre qui exprime
la Cre-recombinase (Cre) couplée a la Green Fluorescent Protein (GFP) sous le
contréle du promoteur hSyn (human synapsin). Ce systéme permet I'expression de
Cre uniquement dans les neurones. L’activité Cre-recombinase entraine I'excision des
séquences encadrées par les sites loxP, et remplace la séquence DOR par une

séquence GFP, ce qui permet de supprimer DOR et de visualiser les neurones pour
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lesquels cette recombinaison a eu lieu. Pour cette expérience, le groupe contrble est
constitué de souris DORflox injectées avec une solution d’adénovirus rAAV5-hSyn-
eGFP, induisant une expression de la GFP par tous les neurones transfectés par le
virus, sans altérer I'expression des DOR.

Les souris DORflox agées de 2 a 4 mois regoivent 0.1ul d’'une solution de rAAV5-hSyn-
GFP-Cre (titre gPCR: 3.5x10M2 Vg/ml) ou 0.1pl d’une solution contréle de rAAV5-
hSyn-eGFP (titre qPCR: 4x10*2 Vg/ml) (University of North Carolina at Chapel Hill
(UNC)) (Cf: Tableau 1). Les injections sont réalisées en deux sites pour chaque
hémisphére (coordonnées : site CA2 rostral L : +/- 0.6 AP : -1.1, DV: -2.05 et le CA2
caudal (L: +/-2.3, AP : -1.98, DV : -2.00) (Figure 25). Les souris sont testées 4

semaines apreés les injections pour permettre une expression virale optimale.

Figure 25 :
Localisation des sites d'injection dans |'aire CA2 chez des
souris DORflox

Sigma-Aldrich
Cat# C3667

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des protocoles d’injection et tests comportementaux utilisés
pour les différentes lignées de souris.

c. Implantation des électrodes subdurales

Nous avons utilisé un systéme d’électroencéphalographie sans-fil pour
l'enregistrement de [Iactivité cérébrale des souris au cours des taches
comportementales. Pour ce faire, des souris Tg2576 et NTg de 9 mois sont implantées
avec des électrodes permettant I'utilisation du transmetteur sans-fil W2100-HS4 (Multi
Channel Systems). L'implantation consiste a poser des électrodes au niveau subdural,
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qui sont elles-mémes fixées a un connecteur adapté au transmetteur sans-fil. Pour la
mise en place des électrodes, I'animal est anesthésié et placé dans un appareil
stéréotaxique comme décrit précédemment. Une trépanation a I'aide d’'une fraise de
0.5mm est effectuée dans les zones droite et gauche du cortex pariétal (L : £3, AP :-
1.5) ainsi qu’au niveau du cortex occipital (L : 0, AP :-6.5). Trois électrodes EEG de fil
d’argent (0.125mm de diamétre) et gainé de téflon, soudées a un connecteur
multicanal (8 mm de longueur et 8.1 mm de haut), sont insérées dans la zone
subdurale au niveau des cortex pariétaux droit et gauche pour 'EEG et du cortex

occipital pour la référence (Figure 26).

Figure 26 : Localisation des sites d’implantations
des électrodes EEG et EMG en subdural chez
des souris Tg2576.

De plus, une électrode d’électromyographie (EMG) constituée d’un fil de 0.15mm est
insérée dans la zone intramusculaire du cou de la souris. Enfin, un fil d’argent placé
sous la peau du cou est utilisé comme terre. Pour consolider le dispositif, de la colle
dentaire (Superbond) est appliquée, puis un casque de ciment dentaire a base de
méthylméthacrylate (Duralay) est réalisé afin de maintenir 'ensemble. Une fois le
ciment sec, trois sutures sont réalisées avec un fil résorbable aseptique pour refermer
le site. Pendant son réveil la souris est placée dans une cage, seule, sous une lampe
chauffante. La température corporelle et de la fréquence cardiaque sont relevées
toutes les 10 minutes par I'expérimentateur jusqu’au réveil complet de I'animal qui est
alors replacé dans sa cage d’origine.

Aprés 7 jours de récupération, les souris sont habituées au dispositif d’EEG sans fil (2
ou 3 sessions de 10 minutes) avant détre soumises aux procédures

comportementales.
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Procédure d’enregistrement et analyse des signaux

L’utilisation d’'un transmetteur sans-fil W2100-HS4 (Multi Channel Systems) offre la
possibilité d’enregistrer un EEG sans limiter la mobilité de la souris. Le transmetteur
est branché au connecteur placé sur la téte de l'animal lors des sessions
d’enregistrement. Le dispositif comportemental est constitué d’'une aréne rectangulaire
(35x25cm) contenant en son centre une cage a barreaux amovibles (8 cm x 16 cm).
Trois conditions sont étudiées, linteraction avec la cage vide (non-sociale),
l'interaction avec une souris familiére placée dans la cage a barreaux (familiére) et
l'interaction avec une souris jamais rencontrée est placée dans la cage a barreaux
(nouvelle). Les sessions d’enregistrement sont effectuées pendant une phase
d’exploration de 10 minutes. L’acquisition se fait avec le systtme W2100 a une
fréquence d’échantillonnage de 2000 Hz avec le systéeme Multi Channel Experimenter.
Pour chaque animal, 4 a 5 segments d’EEG enregistrés lors de I'interaction avec une
souris familiere, nouvelle ou non-sociale sont sélectionnés pour I'analyse de spectre
de fréquence. Une transformée de Fourier rapide (FFT), de fenétre 4096 (analyse sur
des événements de 0.8192s de résolution 1.221Hz permet de déterminer la puissance
absolue des différentes fréquences de 'EEG, notamment théta (5-10) et gamma (30-
200Hz).

[Ill.  Tests comportementaux

a. Paradigme atrois chambres

Le paradigme a trois chambres se décompose en deux tests. Le premier, le test de
sociabilité, repose sur la préférence naturelle des souris a rechercher le contact de
leurs congeénéres. Le second, le test de reconnaissance sociale, met en jeu l'attrait
des souris pour la nouveauté, ici, un individu jamais rencontré auparavant. Ce test
évalue la capacité des souris a discriminer un individu familier d’'un individu nouveau.
Le dispositif expérimental est une aréne rectangulaire en plexiglas transparent,
composeée de trois chambres de taille égale, séparées par deux parois comprenant
chacune une ouverture. Une cage cylindrique a barreaux (8cm x 16cm) est disposée
dans chaque chambre latérale, aux extrémités du dispositif.

Pour chaque phase de test, la souris est placée a l'intérieur de la chambre centrale et
peut explorer librement les 3 chambres du dispositif durant 10 min. Au cours des tests,
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le temps pendant lequel la souris interagit avec les deux cages a barreaux est mesuré.
L’interaction est comptabilisée quand la téte de la souris est orientée vers la cage a
barreaux et située au minimum a 1 cm de celle-ci. En revanche, les frlements et
I'escalade de la cage a barreaux (au-dessus de 11 cm, matérialisés par une bande en
plastique transparent) ne sont pas considérés comme des interactions directes et ne
sont pas mesurés.

Le test de préférence sociale permet de déterminer la sociabilité des souris. Pour ce
faire, une souris familiére (souris de la méme cage) est placée dans une des deux
cages a barreaux, alors que 'autre cage reste vide (Figure 27A). Une souris avec une
sociabilité normale montrera une préférence pour la cage contenant la souris familiére.
A la veille du test, les souris sont familiarisées au dispositif & trois chambres en
présence des deux cages vides. Pour les souris qui présentent une préférence innée
pour I'un des deux cétés du dispositif, lors du test, la souris familiére sera présentée
du c6té opposé a la préférence.

Vingt-quatre heures aprés le test de préférence sociale, les souris sont soumises au
test de reconnaissance sociale. Ce test permet de mesurer la capacité des souris a
discriminer un individu familier d’un individu nouveau. Le dispositif utilisé est le méme
que précédemment a la différence que cette fois, une cage contient une souris
familiere et I'autre cage contient une nouvelle souris, jamais rencontrée (Figure 27B).
Le temps d’exploration des souris familiere et nouvelle est mesuré par un
expérimentateur, qui travaille en aveugle, a l'aide du logiciel Ethovision (Noldus). Le
pourcentage de temps d’interactions est calculé en prenant le temps d’interactions
d’'une cage par rapport au temps d’interaction total. Une souris capable de distinguer
un congénere familier d’'un individu nouveau interagira préférentiellement avec la

nouvelle souris.
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Figure 27 :

A : Dispositif du test de préférence sociale avec une souris familiere (gauche) et une cage
vide (droite).

B : Dispositif du test de reconnaissance sociale avec une souris familiere (gauche) et une
souris nouvelle jamais rencontrée (droite).

b. Test de mémoire sociale a 5 essais

Ce test permet de mettre en évidence la capacité de reconnaissance sociale et
'apprentissage social chez la souris. Inspiré du dispositif décrit dans la littérature
(Kogan et al., 2000 ; Hitti et Siegelbaum, 2014), le dispositif est constitué d’'une aréne
rectangulaire (35x25cm) contenant en son centre une cage a barreaux amovibles (8
cm x 16 cm). Pour la phase d’habituation, la souris est placée 10 min dans I'aréne, en
présence d’une cage a barreaux vide. Une souris nouvelle de méme sexe et de méme
couleur de pelage est ensuite placée dans la cage a barreaux, au cours de 4 essais
de 5 min chacun, espacés de 10min (Figure 28). Entre les essais, la cage a barreaux
contenant la souris nouvelle est remplacée par une cage a barreaux vide. Une souris
dont la mémoire sociale est intacte montrera une diminution du temps d’exploration de
la nouvelle souris au cours des 4 essais, témoignant de la perte d’intérét pour cette
souris, et reflétant un apprentissage social. Lors du 5°™¢ essai, une nouvelle souris
(différente de celle présentée lors des 4 premiers essais) est placée dans la cage a
barreaux pendant 5 minutes (Figure 28). La présentation d’'une nouvelle souris
pendant ce 5™ essai permet de vérifier que la diminution de I'exploration lors des 4
premiers essais n’est pas due a une perte de motivation du sujet pour le test.

Au cours de ce test, le temps passé a explorer les souris familiére et nouvelle placées
dans la cage a barreaux est mesuré. Enfin, avec les mesures du temps d’exploration,
nous calculons un temps d’exploration relatif au premier essai. Pour cela, le temps
d’exploration a chaque essai est divisé par la moyenne du temps d’exploration lors du

premier essai pour chaque groupe, puis multiplié par 100. Le temps d’exploration est
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mesuré manuellement par un expérimentateur, en aveugle, a l'aide du logiciel
Ethovision (Noldus).

Figure 28 : Test de mémoire sociale a 5 essais qui permet de mesurer I’apprentissage progressif d’un
nouvel individu

c. Test de localisation d’objet

Ce test évalue la mémoire spatiale basée sur la capacité de I'animal a percevoir une
modification de configuration spatiale aprés le déplacement d’un objet. Ce test mesure
le temps passé par une souris a explorer un objet déplacé, dans un environnement
devenu familier. Le dispositif expérimental est constitué d’'une arene cylindrique
opaque de 40 cm de diamétre. Sur le mur de I'aréne, un indice visuel (une carte
plastifiée (21 x 21 cm) arborant des bandes noires et blanches), permet a la souris de
se repérer dans I'espace. Deux objets identiques (11 cm de hauteur) sont placés dans
'aréne a égale distance de la paroi (Figure 29).

Le test de déplacement d’objet se déroule sur deux jours. Les souris sont déposées
dans l'aréne la téte dirigée vers l'indice visuel. Chaque essai dure 10 min. Le 1°¢" jour
est une phase de familiarisation au cours de laquelle les souris sont placées dans
'aréne vide. Le jour suivant, c’est la phase d’acquisition : la souris est placée dans
'aréne contenant deux objets identiques. Le temps exploration de chacun des deux
objets est comptabilisé pendant 10 min. Ensuite la souris est replacée dans sa cage
pendant 3 heures, a I'issue desquelles I'animal est remis dans I'aréne ou I'un des deux
objets a été déplacé en direction du repére visuel. Le choix de I'objet qui est déplacé
dépend de la préférence de place observée pendant I'acquisition et /ou est choisie
aléatoirement pour limiter les biais. Le temps d’exploration de chaque objet est mesuré
par un expérimentateur en aveugle, a l'aide du logiciel Ethovision (Noldus). Les
comportements d’escalade et le fait de froler les objets ne sont pas considérés comme

des comportements d’exploration et ne sont donc pas comptabilisés. Une souris ayant
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mémorisé I'emplacement de I'objet, sera capable de détecter la modification de

position et donc explorera préférentiellement I'objet déplacé.

Figure 29 : Représentation du test de localisation d’objet a gauche la phase d’acquisition et a droite la
phase de rétention
Lors de la phase d’acquisition, les souris sont libres d’explorer deux objets identiques

(gauche).
Pendant la phase d’acquisition, I'un des deux objets est déplacé vers le repére visuel (droite).

d. Test de discrimination olfactive

Afin d’évaluer la capacité des souris a discriminer des odeurs non-sociales et sociales,
nous avons utilisé un test d’habituation-déshabituation olfactive (Yang et Crawley,
2009 ; Crawley et al., 2007) (Figure 30). Ce test consiste a présenter 2 odeurs non-
sociales (arbme de banane et d’amande douce) d’intérét égal pour les souris, et 2
odeurs dites sociales (litiere de cages de souris étrangéres et de méme sexe) puis, a
mesurer l'intérét des animaux pour ces odeurs. Le dispositif est une cage standard
(32x16x14 cm) fermée par un couvercle percé d’'une multitude de trous. Chaque odeur
est présentée 3 fois, sur des cotons tiges qui sont changés toute les deux minutes
sans pose afin de conserver leur pouvoir odorant.

Que les odeurs soient sociales ou non, les souris ayant des capacités olfactives
intactes montrent une habituation lorsqu’'une odeur est présentée plusieurs fois et
montrent un regain d’exploration lorsqu’une nouvelle odeur est présentée. D’autre part,
le temps d’exploration lors de la présentation d’odeurs sociales est trés supérieur au
temps d’exploration lors de la présentation d’odeurs non-sociales. Ceci souligne
l'intérét inné des souris pour les odeurs de congénéres par rapport a des odeurs

n’ayant pas de valence connue.
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Figure 30: Test I'habituation-déshabituation olfactive
Présentation d’odeurs

- 3X2 min amande douce

- 3X2 min banane

- 3x2 min litiere de cage 1
- 3x2 min litiere de cage 2

IV. Histologie et immunohistochimie
a. Perfusion et préparation des tissus

Perfusion intracardiaque

A la fin des expériences de comportement, les souris sont sacrifiées afin de prélever
leur cerveau et procéder a des marquages immunohistochimiques. Les souris sont
anesthésiées avec une dose létale de Doléthal (150mg/Kg) en injection
intrapéritonéale. Quand les souris ne présentent plus de réflexe moteur, une dissection
thoracique est réalisée. Une aiguille reliée a une pompe péristaltique est insérée dans
'apex du cceur, coté ventricule gauche, puis l'oreillette droite est sectionnée. Une
solution osmotique de chlorure de sodium (NaCl 0.9%) a température ambiante est
alors délivrée pendant 20-30 secondes, a une vitesse de 16 ml/min, permettant ainsi
une exsanguination et un lavage du cerveau. Le cerveau est ensuite sorti de la boite

cranienne.

Préparation des tissus

Aprés le prélevement, les cerveaux sont post fixés pendant 48h dans une solution de
paraformaldéhyde (PFA) 4% diluée dans du tampon phosphate (PB) 0.1M a 4°C. Les
cerveaux sont ensuite transférés dans une solution PB 0,1M contenant 30% de
saccharose et 0,1% d’azide de sodium pendant une journée, a 4°C. Cette solution
permet de laver les tissus de la PFA et de déshydrater les cerveaux grace a la forte
osmolarité de la solution sucrée. Ainsi, les tissus restent intacts lors de la congélation.
L’azide de sodium est utilisé pour éviter les contaminations microbiennes et permet la
conversation a long terme des tissus.

Aprés les différents traitements, les cerveaux sont sectionnés en coupes frontales de

30um d’épaisseur sur toute I'étendue rostro-caudale de I'hippocampe (coordonnées
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AP : -1.00 a -2.80mm par rapport au bregma), a l'aide d’un microtome (Leica
SM2010R) équipé d'un systéeme de congélation (Physitemp). Les coupes sont
récoltées de facon sérielle dans 10 tubes contenant une solution cryoprotectrice (PB

0.1M, 30% éthyléne glycol et 30% glycérol) permettant leur conservation a -20°C.

b. Immunohistochimie

Principe de 'immunofluorescence

L’immunofluorescence vise a détecter, sur un échantillon de tissu, un antigéne d’intérét
grace a l'utilisation d’anticorps couplés a un fluorochrome. Pour visualiser I'anticorps
fixé sur 'antigéne d’intérét, une amplification du signal est souvent nécessaire. Pour
cela, un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome et dirigé contre I’espéce chez
laquelle I'anticorps primaire a été généré est utilisé. Nous avons utilisé des anticorps
polyclonaux qui se fixent sur plusieurs épitopes de [I'anticorps primaire. Le

fluorochrome est ensuite visualisé par microscopie a fluorescence (Figure 31).

Figure 31 :

Principe de l'immunofluorescence. L’anticorps primaire se fixe sur un épitope spécifique de
I’antigene. Un anticorps secondaire, dirigé contre I’anticorps primaire et couplé a un
fluorochrome permet I'amplification du signal fluorescent.

Généralités
Toutes les incubations et ringcages sont réalisés sous agitation et a température
ambiante en utilisant des séries de 1/10 coupes, correspondant a un échantillonnage

d’'une coupe tous les 300um. Les anticorps utilisés sont répertoriés dans le tableau 2.

Avant chaque réaction, les coupes sont soumises aux étapes suivantes :
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Un lavage rapide dans une solution composée de PB 0.1M contenant 0.9% de
NaCl (PBS 0.1M)

Deux ringages de 30 minutes dans une solution de PBS 0.1M contenant 0.25%
de triton (X-100) (PBST)

Une incubation de 15 minutes dans une solution de PBS 0.1M contenant 10%
de meéthanol (pour réduire l'auto-fluorescence des tissus) et 3% H202 (pour
désactiver les peroxydases endogenes des hématies et limiter le marquage
non-spécifique)

Deux ringages successifs de 10 minutes dans une solution de PBST

Triple marquage PV/WFA/PCP4

Cette immunofluorescence permet de marquer les interneurones a parvalbumine

grace a I'anticorps de chévre anti-PV, les perineuronal nets (PNN) sont marqués par

la lectine Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) biotinylée et les neurones pyramidaux

de CA2 sont visualisés grace a I'anticorps de lapin anti-Purkinje cell protein 4 (PCP4).

L’utilisation du sérum normal d’ane 10% (NDS) permet de bloquer les sites non-

spécifiques, et de limiter le signal non-spécifique.

Le protocole d'immunofluorescence Parvalbumine/WFA/PCP4 est le suivant :

Une incubation de 60 minutes dans une solution de PBST contenant 10% de
NDS.
Une incubation se déroulant toute la nuit dans une solution de PBST contenant :
o Anticorps anti-PV (fait chez la chévre) a 1/2500
0 Anticorps anti-PCP4 (fait chez le lapin) a 1/500
0 Lectine WFA biotinylée a 1/500
o 10% de NDS
Deux ringages successifs de 20 min dans une solution de PBST
Une incubation de 90 minutes dans une solution de PBST contenant :
o0 Alexa 488 anti chévre a 1/250 (pour visualiser les interneurones PV)
0 Alexa 647 antilapin a 1/500 (pour visualiser les neurones pyramidaux de
CA2)
o Streptavidine couplée a la tetramethylrhodamine (TRITC) a 1/500 (pour
visualiser les PNN)

- Deuxringages de 20 minutes dans du PBST
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Toutes les coupes sont montées sur lames (Superfrost) et placées sous lamelles

scellées par une solution de Mowiol.

Double immunofluorescence PV/GFP

Afin de déterminer la localisation et la spécificité de I'infection virale chez les souris
DORFlox, nous avons réalisé un immunomarquage PV/GFP permettant de visualiser
les interneurones PV ainsi que les cellules possédant la construction virale grace a la
GFP.
Le protocole est le suivant :
- Une incubation de 60 minutes dans une solution de PBST contenant 10% de
NDS
- Une incubation se déroulant toute la nuit dans une solution contenant :
o Anticorps anti-PV a 1/2500 (fait chez le lapin)
0 Anticorps anti-GFP a 1/5000 (fait chez la chévre)
o 10% de NDS
- Deux ringages successifs de 20 min dans une solution de PBST
- Une incubation de 90 minutes dans une solution de PBST contenant :
0 Alexa 488 anti lapin a 1/250 (pour visualiser les interneurones PV)
o0 Alexa 555 anti chévre a 1/250 (pour visualiser les neurones infectés par
le virus)

- Deux ringages de 20 minutes dans une solution de PBST

Double immunofluorescence PV/Fos

Les souris utilisées pour cette immunohistochimie sont au préalable conditionnées
dans une aréne rectangulaire (35x25cm). Durant la phase de conditionnement de 10
minutes, les souris interagissent avec une cage vide ou contenant une souris familiére
OuU une cage avec une souris nouvelle. Les souris sont sacrifiées 90 minutes aprés le
conditionnement. Ainsi pour déterminer indirectement I'activation des neurones
excitateurs et des interneurones PV suite a une interaction sociale et non-sociale, nous
avons realisé un immunomarquage permettant de visualiser les interneurones PV et
les cellules exprimant la protéine Fos, une des protéines reportrices de l'activité

neuronale.
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Le protocole est le suivant :

0 Anticorps anti-PV a 1/2500 (fait chez la chévre)

o0 Anticorps anti-cFos a 1/2000 (fait chez le lapin)

o 10% de NDS
o 1% de BSA

0 Alexa 555 anti chévre a 1/250 (pour visualiser les interneurones PV)

0 Alexa 488 anti lapin a 1/250 (pour visualiser les neurones Fos+)

o 10% de NDS

Deux ringages successifs de 20 min dans une solution de PBST

Une incubation de 90 minutes dans une solution de PBST contenant :

Deux ringcages de 20 minutes dans une solution de PBST

Antigénes Espéce hote| Dilution Référence
Parvalbumine (PV) Chévre 1/2500 Swant (PVG213)
Parvalbumine (PV) Lapin 1/2500 Swant (PV27)

Purkinje Cell Protein 4 (PCP4) Lapin 1/500 Santa Cruz (sc-74816)
Wisteria Flozivt\:;::r’;c)ia Agglutinin ) 1/500 sigma (L1516)
Aggrecan Lapin 1/1000 Millipore (AB1031)
GFP Cheévre 1/500 Rockland (600-101-215)
cFos Lapin 1/2000 Santa Cruz (sc-52)
Streptavidine Dyelight 549 1/500 Vector (SA-5549)
Alexa 488 anti-chévre Ane 1/250 Invitrogen (A-11055)
Alexa 488 anti-lapin Ane 1/250 Invitrogen (A-11008)
Alexa 555 anti-chévre Ane 1/250 Invitrogen (A-32794)
Alexa 647 anti-lapin Ane 1/500 Invitrogen (A-31573)

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des anticorps utilisés pour immunohistochimie

Une incubation de 60 minutes dans une solution de PBST contenant 10% de
NDS et 1% de BSA

Une incubation se déroulant toute la nuit dans une solution contenant :

78



c. Analyse des résultats histologiques
Généralités
Les immunofluorescences sont réalisées sur des séries de coupes échantillonnées
tous les 300um. Pour chaque individu, 5 coupes sont analysées (situées a -1.10mm, -
1.40mm, -1.70mm, -2.0mm, -2.30mm du bregma) correspondant a I'étendue
rostrocaudale de l'aire CA2. L’analyse des coupes immunomarquées est effectuée a
I'aide du logiciel d’analyse d’image (Mercator, ExploraNova, La Rochelle, France) sur
un microscope Leica DM6000 B équipé d’une platine motorisée et d’'une caméra
(Jenoptik). Pour délimiter I'aire CA2, nous avons utilisé le marqueur PCP4, qui est
exprimé par les neurones pyramidaux de I'aire CA2 (Tableau 1), mais pas par ceux de
CA1 ni CA3. Les contours de lI'aire CA2 et de ses couches sont dessinés a faible
grossissement (objectif x5), permettant une mesure automatique des surfaces

correspondantes (Figure 32).
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Figure 32 : Analyse des marquages immunohistofluorescents.

Les différents marquages PV+, PV+/PNN+, Fos+ et PV+/Fos+ sont analysés dans l'aire CA2
sur la base du marquage PCP4 (rouge).

Gauhe : Schéma de la délimitation de I’'aire CA2 dans I’hippocampe

Centre et droite : Photographies de I’hippocampe apres I'immunhistochimie PCP4 (rouge)
en fonction des différentes coordonnées rostro-caudales par rapport au bregma.

des différentes coupes analysées pendant la quantification du nombre de neurones

Pour les analyses d’intensité de fluorescence PV et WFA, nous avons sélectionné les coupes
-1.10mm et -2.00mm par rapport au bregma.
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Quantification du nombre d’interneurones PV et de leur PNN

Nous avons quantifié le nombre d’interneurones immunomarqués pour la PV (cellules
PV+) et d’'interneurones PV+ entourés de PNN (PV+/PNN+) dans les couches stratum
Oriens, stratum Pyramidale et stratum Radiatum de l'aire CA2 (Figure 33).

Aprés avoir tracé le contour des structures anatomiques de l'aire CA2, les neurones
immunomarqués sont pointés a fort grossissement (objectifs x20 et x40).

Le volume de référence de I'aire CA2 est calculé pour chaque animal, en multipliant la
somme des volumes quantifiés (aire de la structure x I'épaisseur de la coupe) par
I'espacement entre les coupes (300um). Pour estimer le nombre de neurones présents

dans toute I'aire CA2, la densité est rapportée au volume de référence.

Figure 33 :

Photographie de la région CA2 apres
I'immunohistochimie PCP4 qui marque les cellules
pyramidales. Les différentes sous-couches de I'aire CA2
(oriens, pyramidale, radiatum) sont identifiées
visuellement sur la base du marquage PCP4. Barre
d'échelle = 50 um

PCP4

Mesure de ’'intensité de fluorescence des neurones PV

Les contours de l'aire CA2 et de ses sous-structures sont dessinés. Nous avons pris
des photos de l'aire CA2 avec I'immunomarquage PV et PCP4 a fort grossissement
(objectif x20) avec des parameétres d’acquisition constants (Cf: Tableau 3) et un
recouvrement de 20%, avec le logiciel Mercator. Les mosaiques des régions
photographiées sont exportées dans le logiciel Fidji (ImageJ), puis assemblées afin
d’obtenir une image de la structure entiére. Le contour de la couche pyramidale est
dessiné pour faciliter la localisation de I'aire CA2. Sur les images, le soma des cellules
PV+ est ensuite délimité manuellement afin de mesurer la valeur moyenne de gris
(VmG) (Figure 34). La VmG correspond a la somme des valeurs de gris de tous les
pixels de la sélection, divisée par le nombre de pixels. Pour mesurer la différence

d’intensité entre cellules, en faisant abstraction du bruit de fond, un ratio d’intensité est
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calculé pour chaque cellule PV+. Pour ce faire, la mesure de la VmG de la cellule PV+
est rapportée a la moyenne de la VmG de quatre neurones immuno-négatifs pour PV

et localisés dans la méme coupe.

A B

Figure 34 : Photographies de I’aire CA2 aprés I'immunohistochimie de parvalbumine (vert) et PCP4
(bleu).

Le niveau d'expression de la protéine parvalbumine est déterminé grace a la mesure de
I'intensité de la fluorescence dans le soma des cellules PV+ de la couche pyramidale.

Les interneurones PV+ sont délimités (contours en pointillés (*)), et les neurones pyramidaux,
servant de valeur référence, sont égalment déssinés (contours en pointillés (2)).Barre d'échelle
= 50 um. Les différentes couches de la zone CA2 sont mentionnées par Stratum oriens Or. ;
Stratum pyramidale : Pyr ; stratum radiatum : Rad.

Mesure de lI'intensité de fluorescence de la WFA dans I’aire CA2

Aprés avoir dessiné le contour de l'aire CA2 sur les coupes contenant les sites
injections (coordonnées site 1 :-1.10mm et site 2 : -2.00mm par rapport au bregma),
et marquées au WFA et PCP4, la région CA2 est photographiée a fort grossissement
(objectif x20), en gardant constants les paramétres d’illumination et d’acquisition des
images (Tableau 3) et avec un recouvrement de 20% (Mercator). Les mosaiques des
régions photographiées sont exportées dans le logiciel Fidji (Imaged) puis assemblées
pour générer l'image de la structure entiére. Les contours des couches oriens,
pyramidale et radiatum de l'aire CA1, CA2 et CA3 sont dessinés, puis la valeur

moyenne gris est mesurée pour chaque couche.

Tableau 3 : Parameétres d’acquisition des images utilisés pour toutes les quantifications.
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1. Définir le lien entre la maturation des interneurones a
parvalbumine de I’aire CA2 et ’émergence de la mémoire sociale
a la fin de I’adolescence.
Afin de déterminer les facteurs impliqués dans I'émergence de la plasticité dans I'aire
CAZ2 a lafin de I'adolescence et d’examiner si cette plasticité est associée a I'apparition
de nouvelles capacités cognitives, nous avons participé a un travail collaboratif avec
I'équipe de Vivien Chevaleyre et Rebecca Piskorowski (IPNP, Paris). Les principaux
résultats de ce travail présentés ci-dessous font I'objet d’un article paru en Octobre
2019 dans Cell Reports et dont je suis deuxiéme auteur (Annexe 2) (Dominguez et al.,
2019). La quantification de l'intensité du marquage WFA dans l'aire CA2 au cours du
développement post-natale et les enregistrements sur les tranches d’hippocampe ont
été effectués par nos collaborateurs. Nous avons de notre cété, mesuré l'effet de
l'injection de ChABC sur le niveau d’intensité du marquage WFA dans I'aire CA2 et

effectué toute les mesures comportementales.

1.1. Modifications anatomiques et fonctionnelles de I’aire CA2 au
cours du développement post-natal.

Au cours du développement post-natal, 'apparition des PNN autour des interneurones
PV est associée a la maturation fonctionnelle du systéme inhibiteur (Hensch, 2005 ;
Horii-Hayashi et al., 2015). Afin de déterminer la cinétique d’apparition de ces PNN
dans l'aire CA2, nous avons réalisé des marquages avec la Wisteria Floribunda
Agglutinine (WFA) chez des souris sauvages a 4 ages : P17 (jour post-natal 17 ; stade
juvénile), P22-29 (stade adolescent), P35 (stade post-adolescent) et P50-60 (adulte)
(Figure 35A).

A B

Figure 35

A : Photographies d’immunohistochimies RGS14 et PNN dans I'aire CA2 de souris aux ages P17,
P29, P35 et P50.

B : Quantification du rapport de l'intensité PNN moyenne sur l'intensité RGS14, dans I’aire CA2.
Les PNN de I’aire CA2 parviennent a maturité a P30. (Barres d'erreur = SEM).SO : Stratum Oriens;
SP : Stratum Pyramidale SR : Stratum radiatum.Test Mann Whitney : **p<0.01, ***p<0.001.
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Ces marquages, analysés dans les différentes couches de 'aire CA2 révelent que les
souris expriment un faible niveau de PNN entre P17 et P29, en comparaison avec les
individus post-adolescents et adultes (P35-50) (Figure 35B : SO : P35 vs P22-29: 0,85
+ 0,03 ; SP: P35 vs P22-29: 0.68 + 0.02; SR : P35 vs P22-29: 0,77 £ 0,03). Ceci
indique que I'apparition des PNN dans I'aire CA2 a lieu dans une fenétre de temps
restreinte, située entre P29 et P35 (Figure 35B).

Plusieurs études suggérent que la plasticité de I'aire CA2 serait limitée par la présence
atypique de PNN autour du soma et des dendrites proximales des neurones
pyramidaux (Carstens et al., 2016 ; Celio 1993). Cependant, ces études ne prennent
pas en compte la contribution du circuit inhibiteur dans I'établissement de la plasticité
dans l'aire CA2. Or, une particularité anatomique de I'aire CA2 est justement sa forte
densité en interneurones PV, associés aux PNN, qui projettent massivement sur les
neurones pyramidaux de CA2 (Ribak et al., 1993). Contrairement aux études
antérieures, nos résultats indiquent que le marquage PNN diffus dans l'aire CA2 est
lié aux projections axonales des interneurones PV (Figures 36A et 36B). Ainsi, une
partie des PNN serait localisée autour des dendrites proximales des neurones
pyramidaux alors que la majeure partie des PNN se trouverait au niveau des axones
terminaux des interneurones PV. La présence des PNN autour des interneurones PV
suggere que les PNN seraient impliqués dans la capacité des interneurones PV de

I'aire CA2 a libérer du GABA, et donc a réguler la plasticité dans cette région.

A

Figure 36 :

A : Images a fort grossissement de la couche pyramidale
de l'aire CA2 apres marquage avec la WFA (pour les PNN),
PV et VGAT respectivement (gauche a droite).

B : Profils de I’intensité d’expression de PNN, PV et VGAT
correspondant a la région d’intérét sélectionnée entre les
pointillés dans la couche pyramidale de I'aire CA2 (A).On
observe que le profil d’expression est similaire pour les
trois marqueurs. D’apres Dominguez et al.,2019
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Nous avons ensuite examiné si la formation de PNN dans 'aire CA2 coincide avec la
capacité a induire une iLTD dépendante des interneurones PV. Pour ce faire, nos
collaborateurs ont évalué si la stimulation a haute fréquence (HFS) des collatérales de
Schaffer permet I'induction d’'une iLTD dans I'aire CA2 sur des tranches d’hippocampe
de souris agées de P17 a P70. La présence de iLTD est déterminée par la modification
de 'amplitude du signal mesurée avant et aprés la stimulation. Les données obtenues
révélent que la iLTD peut étre induite dans I'aire CA2 de souris adultes (Figure 37 :
Pourcentage de I'amplitude de I'iLTD aprés stimulation a haute fréquence, a P33-45
n=8:70.9 £ 1.5% eta P>70 n = 8: 67.9 + 2.1%), alors que cette forme de plasticité
n’'est pas observée dans les préparations issues d’'individus juvéniles et adolescents
(Figure 37 : Pourcentage de I'amplitude de I'iLTD aprés stimulation a haute fréquence,
aP17-21n=5: 974 £ 1.1% ; a P22-26 n =7 :96.4 + 41% ; a P27-32 n =6, 944 +
2.4%). Ainsi, 'émergence de la plasticité dans l'aire CA2 serait concomitante avec

I'apparition des PNN autour des interneurones PV.

Figure 37 :

Amplitude moyenne de la iLTD mesurée chez des
souris a différent ages dans CA2. La capacité
d’induire une iLTD par une stimulation a haute
fréquence apparait a P33-45, donc a l’age
adulte. D’apres Dominquez et al.,2019.

Afin d’établir I'existence d’un lien entre 'émergence de cette plasticité dans I'aire CA2
et la capacité a établir une mémoire sociale, nous avons soumis des souris juvéniles
(P28) et adultes (P60) au test de mémoire sociale a 5 essais (Figure 38). Les souris
adultes (P60) montrent une habituation lors des présentations successives de la souris
nouvelle, reflétant leur capacité a former une mémoire sociale (Figure 38B : souris a
P60 n=8 : ANOVA a un facteur : T2 :80,90 + 10,66 vs T1 p=0.42, T3: 43,08 + 10,0 vs
T1 p=0.007, T4 : 27.72 + 7.38 vs T1 p=0.001, et T5: 112,13 £+ 22,77 vs T1 p=0.58).

Au contraire, les souris juvéniles (P28) ne montrent pas d’habituation au cours des
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essais successifs (Figure 38B : Souris a P28 n=10 : ANOVA a un facteur T2 : 118,9 +
21,64 vs T1p=0.87,T3:86,37 + 18,42 vs T1 p=0.88, T4 : 81.46 + 18.01 vs T1 p=0.76,
T5:128,03 £ 29,7 vs T1 p=0.86), ce qui indique l'incapacité des jeunes souris a former

une mémoire sociale.

A B

Figure 38 : Test de mémoire sociale a 5 essais

A :Le temps d'interaction diminue au cours des expositions successives chez les souris adultes

(P60, n = 8), au 5°™e essai une augmentation du temps d’interaction est observée. Chez les

souris juvéniles (P28, n = 10), aucune diminution significative du temps d'interaction n'est

observée et aucun changement de l'interaction n’est relevé apres la présentation d’'une nouvelle

souris (5°M¢ essai).

B : Temps d'interaction normalisé par rapport au premier essai, chez les souris a P60 et P28.

Les souris juvéniles sont incapables de former une mémoire sociale. (Barres d'erreur = SEM).

ANOVA a un facteur mesures répétées T(n) vs T1l: **p<0.01. D’apres Dominguez et al.,2019.
Par conséquent, nos résultats indiquent que I'apparition des PNN et de la plasticité
spécifique de l'aire CA2 sont concomitantes avec I'émergence de la capacité a former

une mémoire sociale, et surviennent aprés la fin de 'adolescence chez les souris.

1.2. Implication des PNN et des récepteurs delta opioides de l'aire
CA2 dans la mémoire sociale.

1.2.1.Les PNN dans I'aire CA2 sont nécessaires a la formation de
la mémoire sociale.

Nous avons ensuite examiné s'il existait un lien de cause a effet entre I'absence de
PNN dans CA2, |la capacité a établir une iLTD et la formation de la mémoire sociale.
Dans un premier temps, nos collaborateurs ont évalué si la présence de PNN dans
I'hippocampe est nécessaire pour I'induction d’'une iLTD chez les souris adultes. Pour
ce faire, des tranches d’hippocampe sont placées dans un bain contenant de 'enzyme
bactérienne Chondroitinase-ABC (ChABC) afin de dégrader les PNN (Figure 39A).
L’amplitude des courant post-synaptiques inhibiteurs (IPSC) induits dans l'aire CA2

par une stimulation a haute fréquence des SC est alors mesuré, en condition contrdle
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et en présence de ChABC. Les données obtenues (Figure 39B) indiquent que la
stimulation a haute fréquence sur des préparations hippocampiques placées en
présence de ChABC, et donc dénuées de PNN, induit une dépression dont 'amplitude
est réduite par rapport a la condition controle (Figure 39B : Contrdle n=5:64.2 +2.6%
de la base de référence, ChABC n = 7 : 89.6 + 4.8% de la base de référence; test-t :
Contréle vs ChABC p=0.000016). Cette dépression est transitoire, ce qui indique que
la dégradation des PNN suffit a empécher l'induction de iLTD dans l'aire CAZ2.
L’ensemble de ces données suggeére que les PNN sont nécessaires a I'induction de la
iLTD dans l'aire CA2.
A B C

HFS

Figure 39:

A : Photographie des préparations de tranches d’hippocampe de souris adulte (>P35) dans un
bain de liquide cérébro-spinal artificiel avec du PBS (haut) ou contenant 2U/mL de ChABC (bas)
et marquées avec la WFA. La ChABC provoque une digestion presque complete des PNN.

B : Les tranches hippocampiques précédemment incubées dans la ChABC montrent une iLTD
réduite aprés une stimulation a haute fréquence (Ronds noirs, n=5) par rapport aux préparations
contréles (Ronds blancs n=7).

C : Exemples de tracés avant (1) et aprés (2) HFS.

D’aprés Dominguez et al.,2019.

Parallélement, nous avons étudié si la présence des PNN dans l'aire CA2 est
nécessaire a la formation de la mémoire sociale. Pour cela, nous avons injecté une
solution de ChABC (ou de PBS) dans l'aire CA2 de souris adultes pour dégrader les
PNN. Sept jours plus tard, nous avons évalué leurs performances dans un test de
mémoire sociale a 5 essais. Comme attendu, l'injection de la ChABC provoque une
dégradation massive des PNN dans I'aire CA2 spécifiquement (Figure 40A). Au niveau
comportemental, les souris ayant regu la solution contréle (PBS) montrent une
diminution du temps d’exploration au cours des essais (Figure 40B, ANOVA a un
facteur : souris PBS n=10: T2 : 76.74 £ 8.87 vs T1 p=0.015, T3 : 52.83 + 8.84 vs T1
p=0.0008, T4 : vs 43.12 + 5.09 T1 p=0.0005, T5 : 123,96 + 11,61 vs T1 p=0.088). En
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revanche, les souris dont les PNN sont dégradées, présentent un temps d’exploration
qui ne diminue pas significativement au cours des essais (Figure 40B, ANOVA a un
facteur : souris ChABC n=12:T2 110,29 £ 9,82 vs T1 p=0.73, T3 : 102,35 + 10,86 vs
T1 p=0.79, T4 : 87.19 £ 12.72 vs T1 p=0.73, T5: 132,15 + 11,89 vs T1 p=0.13),
indiquant une absence d’habituation a la souris présentée. Ces données révélent que
I'absence des PNN dans l'aire CA2 empéche la formation de la mémoire sociale de

souris adultes.

A

Figure 40 :

A : Marquages immunohistochimiques pour PNN (vert) et PCP4 (rouge) chez des souris injectées
avec la chondroitinase ABC (ChABC) ou une solution saline (PBS).

B : Les souris injectées avec du PBS montrent une diminution du temps d’interaction (n = 10),
contrairement aux souris ayant recu une injection de ChABC. Le temps d'interaction ne diminue
pas comparativement a l'essai 1 chez des souris ayant recu une injection de ChABC (n = 12).
La normalisation du temps d'interaction montre une diminution significative chez les souris
contrdles, alors qu'aucune diminution n’est observée chez des souris ChABC. Les barres
d’erreur indiquent SEM, ANOVA & un facteur T(n) vs T1 : *p<0.05, ***p<0.001
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Afin de déterminer si cet effet est spécifique la mémoire sociale, les souris traitées ou
non avec la ChABC ont été soumises a un test de localisation objet qui évalue la
mémoire spatiale (Figure 41). Au cours de ce test, le temps d’exploration de chaque
objet est mesuré. Les souris PBS et ChABC expriment une nette préférence pour
I'objet déplacé (Souris PBS n=6 : Objet déplacé 73.7 £ 5.9sec, objet fixe 58.7 £ 4.8
sec ; test-t : Objet déplacé vs objet fixe p=0.034 ; souris ChABC n=8 : Objet déplacé
75.3 £ 5.4 sec, objet fixe 58.4 + 3.6 sec ; test-t : Objet déplacé vs objet fixe p=0.00079),
indiquant que la mémoire spatiale est préservée malgré la dégradation des PNN dans
I'aire CA2 (Figure 41).

Figure 41 : Les deux groupes de souris présentent une
préférence pour Il'objet déplacé dans la tache de
localisation d’objet. test-t apparié : objet déplacé vs objet
fixe: *p<0.05, ***p<0.001. D’aprés Dominguez et al.,2019

En conclusion, nos données révelent que I'apparition des PNN dans l'aire CA2 durant
la fin de 'adolescence est associée a I'’émergence d’une plasticité inhibitrice dans l'aire

CAZ2 et sous-tend les capacités de mémoire sociale.

1.2.2. Les récepteurs delta opioides dans I'aire CA2 sont
necessaires alaformation de la mémoire sociale.

Nos collaborateurs ont montré qu’une stimulation a haute fréquence (HFS) provoque
une iLTD chez les souris adultes, contrairement aux souris juvéniles (Cf : Résultats
1.1). De plus, leurs données indiquent que la iLTD peut également étre induite chez
les souris adultes par la simple activation des récepteurs delta opioide (DOR) via
l'application de leur agoniste sélectif, le [D-Pen2,5]-Enkephalin hydrate (DPDPE)
(Piskorowski et Chevaleyre, 2013). En revanche, cet agoniste sélectif des DOR ne
déclenche pas de ILTD chez les souris juvéniles, provoquant seulement une
dépression transitoire des IPSC (Figures 42A et 42B : Souris aP<35n=8:73,5+4,2
% de la base de référence; Souris a P26-30 n = 6: 98,8 £ 2,5 % de la base de
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référence). Ainsi, ce résultat montre que les DOR sont exprimés au niveau des
synapses terminales inhibitrices chez les juvéniles, mais que leur activation ne permet

pas une dépression durable de la libération de GABA.

A B

Figure 42 :

A : Evolution temporelle de I'effet de I'agoniste sélectif DOR (DPDPE,15 minutes, 5 uM) sur
I'amplitude des IPSC chez des souris agées de P26-30 et >P35. L'application de DPDPE
provoque une dépression durable chez les souris P35 (Ronds noirs, n = 8), contrairement aux
souris de P26-30 qui déclenchent une dépression transitoire (Ronds blancs, n = 6).

B : Exemples de tracés avant application (1) et aprés (2) application du DPDPE. D’aprés
Dominguez et al.,2019.

Ces observations indiquent que I'incapacité des souris juvéniles a former une iLTD ne
serait pas causée par I'inactivation des DOR, et suggérent qu’un élément déclencheur
de cette iLTD est manquant et empécher la mise en place de la plasticité dans CA2
chez les juvéniles.

Sur la base de ces observations, nous avons donc émis I'hypothése que l'incapacité
des souris juvéniles a former une mémoire sociale serait liée a 'immaturité de leurs
récepteurs delta opioide. Afin de tester cette hypothése, nous avons utilisé des souris
DOR-Flox (Orpd1 fl/fl) chez lesquelles il est possible d’inactiver localement
'expression des DOR par des injections de vecteurs viraux (Figure 43). Nous avons
réalisé des injections de virus rAAV5-hSyn-GFP-Cre (AAV-Cre) ou de virus contréle
rAAV5- hSyn-eGFP (AAV-GFP), dans l'aire CA2 des souris, avant de tester leur
mémoire sociale (Figure 43).

Suite a l'injection virale, nous observons I'expression de la GFP, co-localisée avec le
marqueur des neurones pyramidaux (PCP4) et restreinte a I'aire CA2 (Figure 43A). Au
niveau comportemental, les souris contrbles présentent une habituation visible dés le
3¢me gssai (Figure 43B : ANOVA a un facteur : souris AAV-GFP n=10: T2 : 60.9% vs
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T1 p=0.15, T3: 47.7% vs T1 p=0.04, T4 : 32.55% vs T1 p=0.04, T5 : 90.0% vs T1
p=0.64). En revanche, les souris chez lesquelles I'expression des DOR est abolie dans
CA2, montrent une habituation visible seulement au 4°™¢ essai (Figure 43B, souris
AAV-Cre n=12:T2: 91.55% vs T1 p=0.73, T3 : 60.0% vs T1 p=0.17, T4 : 47.7% vs
T1 p=0.03, T5: 109.2% vs T1 p=0.73). Il semble donc que l'invalidation des DOR

provoque un ralentissement de la formation de la mémoire sociale.

A

Figure 43 :

A : Représentation schématique de I'injection des vecteurs AAV dans CA2. Photographies des
immunohistochimies GFP (vert), PCP4 (rouge) et cre (blanc) chez des souris DOR-flox
injectées avec AAV-GFP ou AAV-cre-GFP dans l'aire CA2. A fort grossissement, les fléches
indiquent les neurones GFP positifs et PCP4 négatifs (interneurones) et au-dessous les
neurones exprimant cre-GFP (blanc). Barre d'échelle 50 um.

B : Les souris injectées avec I'AAV-GFP montrent une diminution du temps d'interaction a
I'essai 2 et une diminution significative aux essais 3 et 4 (n = 7). En revanche, les souris
injectées avec AAV-cre-GFP (n = 8) ne présentent une diminution significative du temps
d'interaction qu’au 4éme essai, ce qui indique que l'acquisition de la mémoire sociale est
retardée. ANOVA a un facteur mesures répétées T(n) vs T1 : *p<0.05, ***p < 0.001.

D’aprés Dominguez et al.,2019.

Nous avons ensuite examiné la contribution des DOR de CA2 dans une autre forme
de mémoire hippocampo-dépendante, la mémoire spatiale. Dans un test de
localisation objet, les deux groupes de souris AAV-GFP et AAV-Cre explorent

préférentiellement I'objet déplacé (Figure 44 : souris AAV-GFP n=7 : Objet déplacé
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48.2 + 9.3 sec, objet fixe 36.6 £ 7.4 sec ; test-t : Objet déplacé vs objet fixe p=0.026 ;
souris AAV-Cre n=8 : Objet déplacé 75.4 + 11.3 sec, objet fixe 46.7 + 8.8 sec ; test-t :
Objet déplacé vs objet fixe p= 0.0063), révélant une mémoire spatiale intacte. Ceci
indique que les DOR de l'aire CA2 ne seraient pas indispensables a la formation et au

rappel d’'une mémoire spatiale.

Figure 44 : Les souris injectées avec AAV-GFP et AAV-cre-GFP
affichent toutes les deux une préférence pour /‘objet déplacé
dans la tadche de localisation d'objet. Les barres d'erreur
indiquent la SEM, test-t apparié: objet déplacé vs objet fixe:
*p<0.05, **p < 0.071. D’apres Dominguez et al.,2019.

En conclusion, 'ensemble des données présentées dans cette partie indiquent que les
récepteurs delta opioide sont impliqués dans I'établissement de la mémoire sociale
chez la souris adulte. Ainsi, I'incapacité des souris juvéniles a former une mémoire
sociale semble associée a la présence réduite de PNN dans I'aire CA2 ainsi qu’a
immaturité des DOR des interneurones PV, qui empéche I'induction d’'une iLTD.

Les PNN sont composés de chondroitine sulfate protéoglycan (CSPG) formant un
maillage complexe autour des neurones PV ; cette structuration permet probablement
la régulation de nombreuses molécules de signalisation extracellulaire ou
transmembranaire capables de moduler la libération de neurotransmetteurs. Nous
avons ici postulé que la Neuréguline-1 (NRG1) et son récepteur ErbB4 pourraient jouer
un réle actif dans la régulation de la transmission inhibitrice et de la plasticité dans
l'aire CA2. En effet, I'activation d’ErbB4 par la NRG1 affecte la libération de GABA
dans plusieurs structures (Woo et al., 2007 ; Chen et al., 2010 ; Wen et al., 2010 ; Ting
et al., 2011). Si la signalisation ErbB4/NRG1 sous-tend la mise en place de la iLTD
et/ou des PNN, alors ErbB4 doit étre présent dans les cellules exprimant également

les DOR, ce qui est le cas (Figure 45).

94



Figure 45 :

Marquages immunohistochimiques pour DOR (vert), ErbB4 (rouge) et PNN (bleu). A droite, on
observe une colocalisation des DOR avec ErbB4 dans ['aire CA2 de souris DOR-GFP. Barre
d'échelle : 50um. D’aprés Dominguez et al.,2019.

Nos collaborateurs ont ensuite démontré que la libération de GABA dans I'aire CA2
est bien sous le contréle de [l'activation age-dépendante d’ErbB4, et que la
signalisation NRG1/ErbB4 est impliquée dans la formation de la iLTD dépendant des
DOR (Figure 46).

Figure 46 :

Evolution temporelle de I'effet de I'agoniste
sélectif DOR (DPDPE,15 minutes, 5 uM) sur
I'amplitude des IPSC en présence d’un
antagoniste ErbB4 (AG1478) dans I’aire CA2
de souris adulte. L'application de DPDPE ne
provoque pas de dépression en présence de
AG1478 (ronds noirs, n = 7). D’aprés
Dominguez et al.,2019.

D’autre part, il est montré que la régulation de la libération de GABA contrdlée par le
systeme NRG1/ErbB4 et les DOR est dépendante de la présence des PNN (Figure
47). En effet, la dégradation des PNN sur des tranches d’hippocampes ne permet pas
d’'induire une iLTD aprés I'application de DPDPE, provoquant seulement une légere
dépression des IPSC (Figure 47A: DPDPE avec ChABC n=5: pourcentage de
différence IPSC 87.1 + 3.9%), contrairement aux tranches contréles (Figure 47A :
DPDPE avec Contréle n=6 : pourcentage de différence IPSC 64.1 + 3.4%, test-t
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contréle vs ChABC : p=0.003 ) démontrant que les PNN sont requis pour permettre
I'action des DOR sur la libération du GABA. L’'action de la NRG1 endogéne par les
ErbB4 sur la libération du GABA est aussi dépendante de la présence des PNN.
L’incubation de la ChABC sur des tranches d’hippocampe ne permet que d’induire une
faible dépression des IPSC en présence d’AG1478 (Figure 47A : DPDPE avec ChABC
n=5 : pourcentage de différence IPSC 89.0 + 2.7 %) comparé aux tranches contrdles
(Figure 47B : AG1478 avec Contréle n=5 : pourcentage de différence IPSC 64.9 +
2.9%, test-t controle vs ChABC : p= 0.0003). Ainsi, la présence des PNN est
nécessaire a la régulation de la libération de GABA, elle-méme contrblée par le
systeme NRG1/ErbB4, et permettant la formation de la iLTD dépendant des DOR.

A B

Figure 47 :

A :L'application de DPDPE entraine une dépression nettement plus faible des IPSC dans
I’aire CA2 précédemment incubées dans la ChABC (ronds noirs, n = 5) par rapport aux
tranches témoins (ronds blancs, n = 6).

B : Dans les tranches précédemment incubées dans la ChABC (ronds noirs, n = 5), le blocage
de ErbB4 par AG1478 entraine une dépression plus faible des IPSC par rapport aux tranches
contrbles (ronds blancs, n = 5). D’apres Dominguez et al.,2019.

1.3. Conclusion

L’objectif de cette partie était d’identifier la contribution des PNN et des récepteurs
delta opioides dans l'apparition des capacités de plasticité et de mémoire sociale
propres a l'aire CA2.

Dans cette étude, nous avons montré que la présence des PNN est nécessaire a
I'établissement de la plasticité dans I'aire CA2. Nous avons vu que 'aire CA2 contient
une forte densité d’interneurones PV et que les neurones pyramidaux de CA2
recoivent des afférences inhibitrices massives (Piskorowski et al., 2016 ; Ribak et al.,
1993). Ces données anatomiques sont en accord avec le fait que I'induction d’'une

augmentation de I'amplitude des potentiels post-synaptiques dans I'aire CA2 n’est
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possible qu’en présence d’un antagoniste des récepteurs GABAa et GABAB, ce qui
corrobore I'existence d’'un puissant tonus inhibiteur dans I'aire CA2 (Nasrallah et al.,
2019). L’induction d’'une dépression a long terme des interneurones PV permet de
lever l'inhibition qu’ils imposent aux neurones pyramidaux de I'aire CA2. Cette levée
d’inhibition rend alors possible I'activation des neurones pyramidaux et I'établissement
de plasticité dans CA2 (Piskorowski et Chevaleyre, 2013).

Dans l'aire CA2, la dégradation des PNN altére la stabilisation des projections
excitatrices sur les somas des interneurones PV et réduit leur degré de maturation,
modifiant ainsi I'intégrité des interneurones PV (Donato et al., 2013 ; Hayani et al.,
2018). La disparition des PNN altére la capacité de libération du GABA, de fagon
semblable a l'LTD. Cependant, chez les souris juvéniles, nous observons une
impossibilité a induire une iLTD et une absence de PNN, associées a une incapacité
a former une mémoire sociale. La dégradation des PNN et la suppression des DOR
dans l'aire CA2 des souris adultes provoquent donc une altération de la mémoire
sociale. Un niveau de PNN important et des DOR fonctionnels sont indispensables
pour I'établissement des fonctions cognitives sous-tendues par I'aire CA2 chez
I'adulte. Ainsi, méme si la dégradation des PNN préserve la capacité d’induire une LTP
dans I'aire CA2 (Carstens et al., 2016), elle ne permet pas l'intégration et le codage
des informations sociales (Dominguez et al., 2019).

Ces travaux montrent que la dépression a long-terme des neurones PV de CA2 induite
par les DOR n’apparait qu'a la fin de l'adolescence (Dominguez et al., 2019).
L’émergence de la iLTD au cours du développement post-natal coincide avec la forte
augmentation de lintensité du marquage PNN et la mise en place d’'une signalisation
par la NRG1 et son récepteur ErbB4 contrdlant la libération de GABA. Ainsi, I'intégrité
des PNN et la signalisation NRG1/ErbB4 sont requises pour I'induction de iLTD dans
I'aire CA2, elle-méme cruciale pour la formation de mémoires sociales. Il reste encore
a élucider en détail les mécanismes permettant 'émergence des capacités de
meémoire sociale aprés l'adolescence. Notamment pour comprendre comment la
plasticité de 'aire CA2 sous-tend la mise en place de cette mémoire, et comment cette
plasticité est régulée par 'expérience.
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2. Dysfonctionnements des interneurones a parvalbumine dans
I’aire CA2 et les troubles de la mémoire sociale chez les souris
modeles de la maladie d’Alzheimer.

De nombreuses études ont démontré le role crucial de I'aire CA2 dans la mémoire
sociale (Robert et al., 2018). En accord avec ces données, nous avons montré que la
présence des PNN et I'intégrité des interneurones PV sont nécessaires a la formation
de la mémoire sociale chez la souris (Dominguez et al., 2019). Si en condition
physiologique, I'aire CA2 possede une forte densité d’interneurones PV (Botcher et al.,
2014), des altérations sont observées dans la région CA2 en conditions pathologiques.
En effet, nous avons observé une diminution du nombre d’interneurones PV et de leurs
PNN, notamment dans 'aire CA2 chez des souris modeles de la maladie d’Alzheimer
(souris Tg2576) (Cattaud et al., 2018). De fagon intéressante, il a été rapporté que les
patients atteints de la MA présentent des troubles de mémoire sociale et de
reconnaissance sociale (Small et al., 1997 ; Hodges et al., 1993). Sur la base de ces
éléments, nous avons émis I'’hypothése que la perte des neurones PV dans l'aire CA2
des souris Tg2576 entrainerait une perturbation de la plasticité et par conséquent, des
troubles de la mémoire sociale.

Afin de tester cette hypothése de travail, nous avons confronté, a différents stades de

la pathologie, I'état des interneurones PV et de leur PNN (Cattaud et al., 2018) avec

les performances de reconnaissance sociale et de mémoire sociale des souris

Tg2576. Ensuite, nous avons caractérisé les perturbations anatomiques et

fonctionnelles des souris Tg2576 de 9 mois, cet age correspond a un stade transitoire

chez ce modele. En effet, les souris Tg2576 de 9 mois n'ont pas encore de plaques
amyloides. Nous nous sommes ensuite intéressés aux conséquences
comportementales liées a la réduction du contréle inhibiteur de I'aire CA2 des souris

Tg2576. Enfin, nous avons examiné si la restauration de l'intégrité des interneurones

PV et de leur PNN dans l'aire CA2 avait des conséquences bénéfiques sur la mémoire

sociale des souris Tg2576.

2.1. Evolution du réseau PV/PNN de I’aire CA2 et des capacités de
mémoire sociale en fonction du décours de la pathologie des
souris Tg2576.

Dans cette partie, nous avons déterminé si 'apparition des dysfonctionnements des

interneurones PV et de leurs PNN dans 'aire CA2 était associée aux altérations des
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comportements sociaux chez les souris Tg2576 a différents stades de la pathologie.
Nous avons caractérisé I'état des interneurones PV et de leur PNN dans toutes les
cornes dAmmon de I'hippocampe (CA1, CA2 et CA3) chez des souris Tg2576 a
différents stades de la pathologie. Ce travail fait 'objet d’'une publication parue dans la
revue Neurobiology of Aging en Septembre 2018, et pour laquelle je suis 3¢ auteur
(Cattaud et al., 2018). La partie suivante présente des données publiées de cet article

(Cattaud et al., 2018) et des résultats obtenus au cours de ma thése.

A B

. 3-month-old 3-month-old
Figure 48 :

A : Nombre de neurones a parvalbumine (PV+) dans I’'aire CA2 de souris NTg et Tg2576 agées
de 3 mois.

B : Nombre d’interneurones PV entourés de PNN dans ['aire CA2 des souris NTg et Tg2576
agées de 3 mois.

Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. D’aprés Cattaud et al.,
2018.

Nous avons montré que des 3 mois, age qui correspond a un stade prodromal de la
maladie, les souris Tg2576 présentent une diminution non significative du nombre
d’interneurones PV dans I'aire CA2 (Figure 48A: Souris NTg n=7 : 602,1 + 94,49, souris
Tg2576 n=10 : 457,2 £ 53,88, test-t nombre de cellules PV+ NTg vs Tg2576 p=0,1708)
et du nombre de neurones PV exprimant les PNN (Figure 48B: Souris NTg n=7 : 359,4
1 45,84, souris Tg2576 n=10 : 252,1 £ 29,18, test-t nombre de cellules PV+ NTg vs
Tg2576 p=0.0563) par rapport aux souris sauvages du méme age. Cette tendance a
la diminution est associée a une forte perturbation de I'expression des PNN dans l'aire
CA2 (non montré ici) (Cattaud et al., 2018). A ce stade de la pathologie, les
enregistrements EEG révélent déja la présence de pointes onde-ondes spontanées
chez les souris Tg2576, traduisant une activité épileptique précoce (Bezzina et al.,
2015). Nos données suggérent donc que cette hyperexcitabilité hippocampique serait
associée a une reduction de I'inhibition provoquée par la perte des interneurones PV
et de leur PNN, ainsi qu'a la diminution substantielle des PNN dans CA2. Il est
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probable que la perte des neurones PV hippocampiques favorise I'apparition de
troubles cognitifs tels que les déficits de mémoire spatiale et contextuelle qui ont été
décrits chez les souris Tg2576 de 3-4 mois (Holcomb et al., 1998 ; Jacobsen et al.,
2006 ; Duffy et al., 2015).

Nous avons testé la mémoire sociale des souris Tg2576 agées de 3 mois dans le
paradigme a 5-essais (Figure 49A). Au cours des essais, les souris NTg montrent une
habituation rapide a la souris présentée (Figure 49B : ANOVA a un facteur : souris
NTg n=6:T2 67,90 £ 10,17 vs T1 p=0.0045, T3 : 46,10 £ 7,41 vs T1 p=0.0006, T4 :
29,00 £ 9,70 vs T1 p<0.0001, T5: 87,45 + 5,38 vs T1 p=0.5305). En effet, aucune
différence significative n’est observée chez les souris Tg2576, lorsqu’on compare le
1er essai aux suivants (Figure 49B : ANOVA a un facteur: souris Tg2576 n=6 : T2,
103.6 £ 18.40 vs T1 p=0.996, T3 : 72.09 £ 18.55 vs T1 p=0.382, T4 : 44.49 + 13.66 vs
T1 p=0.1317, T5: 106.5 + 15.76 vs T1 p=0.9959). Ainsi, a 3 mois, les souris Tg2576

sont plus lentes que les souris NTg a former une mémoire sociale.

A B

Figure 49 :

A: L’exploration de la souris nouvelle diminue au cours des essais pour les souris NTg et Tg2576.
Cependant, le temps d'interaction ne diminue pas a I’essai 2 comparé a l'essai 1 chez les souris
Tg2576 agées de 3 mois (n = 6).

B : Le temps d'interaction normalisé diminue significativement chez les souris NTg au fur-et-a
mesure, mais pas chez les souris Tg2576 agées de 3 mois. Les diagrammes représentent la
moyenne et les barres d'erreur, la SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 et ***p < 0.001 pour '’ANOVA a un
facteur mesures répétees Trial(n) vs Trial 1.

De fagon intéressante, notons que les souris DOR-Flox (sans DOR dans I'aire CA2),
présentent dans ce test, un comportement similaire a celui des souris Tg2576 (Figure
43B). Nous avons émis I'’hypothése que ce ralentissement de I'apprentissage social

serait associé a 'altération des interneurones PV (Dominguez et al., 2019). Il est donc
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envisageable que le systeme des DOR sur les interneurones PV soit altéré chez les
souris Tg2576 de 3 mois.

A 6 mois, les souris Tg2576 miment un stade plus avancé de la pathologie. Elles
possédent notamment une concentration importante d’A soluble (Lesne et al., 2006)
et un début d’oligomérisation de AB dans le cerveau (Kawarabayashi et al., 2001)
comparable au stade MCI (Mild Cognitive Impairment ou Trouble Cognitif Léger) des
patients. Au niveau anatomique, nous observons une forte diminution du nombre de
leurs interneurones PV (Figure 50A: Souris NTg n=10 : 650.1 + 32.89, souris Tg2576
n=6: 445.7 + 73.28, test-t NTg vs Tg2576 : p=0.0113) et de leur PNN (Figure 50B:
Souris NTg n=10: 422.1 + 21.02, souris Tg2576 n=6 : 245.4 + 41.81, test-t NTg vs
Tg2576 : p=0.0009) dans I'aire CA2 des souris Tg2576 de 6 mois. Ceci est en accord
avec les résultats observés précédemment et dans les autres régions hippocampiques
(Cattaud et al., 2018).

A B

6-month-old 6-month-old
Figure 50 :
A : Nombres absolus de cellules PV+ dans I’'aire CA2. On note une réduction du nombre de
cellules PV+ chez les souris Tg2576 (n=10) par rapport aux souris NTg (n=6). *p < 0,05 pour
le test t non apparié entre génotypes.
B : La quantification stéréologique indique une diminution du nombre absolu de cellules
PV+/PNN+ dans I’'aire CA2 des souris Tg2576 (n=10) comparé aux souris NTg (n=6). ***p <
0.001 pour le test t non apparié entre les deux génotypes.
Les béatons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. D’apres Cattaud et al.,
2018.

D’aprés notre hypothése de travail, cette robuste diminution des neurones PV/PNN
devraient étre associée a des troubles de reconnaissance sociale chez les souris
Tg2576 de 6 mois. Nous avons donc testé ces animaux et nos données montrent que
les souris Tg2576 ont une sociabilité comparable a celle des souris NTg (Figure 51A :
souris NTg n=7 : souris familiere 82.22 + 12.03 sec, cage vide 19.74 £ 6.83 sec ; test-
t : cage vide vs familiére p=0.0091 ; souris Tg2576 n=10 : souris familiére 87.70 £ 5.30

sec, cage vide 14.40 + 3.58 sec ; test-t : cage vide vs familiere p<0.0001). Cependant,

101



et contrairement aux souris NTg, les souris Tg2576 n’expriment pas de préférence
pour le nouveau congénére (Figure 51B : souris NTg n=7 : souris familiére 21.93 *
5.45 sec, souris nouvelle 66.90 £ 8.15 sec ; test-t: nouvelle vs familiere p=0.0022 ;
souris Tg2576 n=10 : souris familiere 31.96 £ 4.91 sec, nouvelle 42.78 + 7.88 sec ;
test-t : nouvelle vs familiere p=0.1541). Ceci révéle que les souris modéles de la MA
présentent un déficit de leur capacité a discriminer une souris familiere d’'une souris
nouvelle. Par manque de temps, nous n’avons pas mesuré la mémoire sociale des
souris Tg2576 dans le test a 5 essais, mais nous faisons I'’hypothése que les souris
Tg2576 de 6 mois devraient présenter un ralentissement de l'apprentissage
comparable aux souris Tg2576 de 3 mois, voire une aggravation des troubles de

mémoire sociale en lien avec la forte altération de leurs interneurones PV.

Figure 51 :

A :Les souris NTg (n=7) et Tg2576 (n=10) agées de 6 mois montrent une préférence pour la
souris familiére. **p <0.05 et ***p < 0.001 pour le test t apparié entre les deux cages.

B : Les souris NTg présentent une préférence pour la souris nouvelle, en revanche aucune
préférence n’est trouvée chez les souris Tg2576 démontrant chez ces souris un trouble de
reconnaissance sociale dés 6 mois. **p < 0.01 pour le test t apparié entre les deux cages. Les
batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM.

A 13 mois, les souris Tg2576 présentent des taux élevés d’AB solubles et oligomérisés,
et de nombreuses plaques amyloides (Kawarabayashi et al., 2001). Elles miment donc
un stade sévere de la MA. Chez les souris NTg et Tg2576 agées de 13 mois, nous
avons observé un nombre semblable d’interneurones PV (Figure 52A: Souris NTg
n=9 : 364.5 £ 57.02, souris Tg2576 n=10: 391.2 + 71.61, test-t :NTg vs Tg2576 :
p=0.7134) et de PV associés a leur PNN (Figure 52B: Souris NTg n=9 : 235.7 + 39.93,
souris Tg2576 n=10 : 227 .4 + 32.55, test-t :NTg vs Tg2576 : p=0.8720).
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Ces résultats sont en accord avec des travaux précédents qui rapportent que les souris
Tg2576 et NTg agées de 14-18 mois présentent le méme nombre de PNN
hippocampiques (Morawski et al., 2010). Ces résultats suggérent que I'expression de
la parvalbumine dans les somas des interneurones PV et la présence de leur PNN
diminuent avec I'age, chez les souris controles et transgéniques. En revanche cette
diminution n’est pas associée a une réduction de PNN dans I'aire CA2 chez les souris
NTg agées de 13 mois, contrairement aux souris Tg2576. Nous n’avons pas évalué la

meémoire sociale chez les souris Tg2576 et NTg agées de 13 mois.

A B

Figure 52 :
A : Nombres absolus de cellules PV+ dans
I’aire CA2. On note une réduction du nombre
de cellules PV+ chez les souris Tg2576
(n=10) par rapport aux souris NTg (n=6).
B : La quantification stéréologique indique
que le nombre absolu de cellules PV+/PNN+
dans l'aire CA2 des souris Tg2576 (n=10) est
diminué par rapport a celui des souris NTg
(n=6). Les batons représentent la moyenne et
les barres d'erreur la SEM.

13-month-old 13-month-old D’apres Cattaud et al., 2018.

En conclusion, I'apparition des déficits de mémoire sociale au cours de la pathologie
semble étre associée a la perturbation des interneurones PV et des PNN dans l'aire

CAZ2 des souris modeéles de la MA.

2.2. Modification de la transmission inhibitrice et la plasticité PV-
dépendante dans I'aire CA2 des souris Tg2576.

Pour cette étude, nous avons utilisé des souris Tg2576 agées de 9 mois correspondant
au stade modéré de la MA (entre MCI (6 mois) et sévére (13 mois)). A 9 mois, les
souris présentent des taux élevés d’AB solubles et oligomérisés mais peu voire pas de
plaques amyloides, comme dans le stade modéré de la pathologie chez les patients.
Dans un premier temps nous avons réalisé une quantification stéréologique, similaire
a celle utilisée pour obtenir les résultats du paragraphe précédent, afin d’évaluer le
nombre de neurones PV+ dans I'aire CA2 des souris Tg2576 agées de 9 mois. Cette
quantification met en évidence une diminution du nombre de neurones PV+ dans l'aire
CA2 des souris Tg2576 par rapport aux souris contréles (Figure 53B ; Souris NTg n=7 :
558.6 + 31.12, souris Tg2576 n=7 : 387.1 £ 52.90, test-t : NTg vs Tg2576 : p=0.0163).
Cette quantification par couche de l'aire CA2 révéle que cette diminution est
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notamment observable dans les stratums oriens et pyramidale (SO et SP), suggérant
une perturbation de la transmission inhibitrice localement dans CA2 (Figure 53C: test-
t: SONTg 121.4 £+ 13.70 vs Tg2576 67.14 + 13.22: p=0.0146 ; SP NTg 388.6 + 31.43
vs Tg2576 278.6 + 40.62: p=0.0534 ; SR NTg 48.57 + 5.94 vs Tg2576 41.43 + 11.43:
p=0.5895 ; n=7 souris pour chaque génotype). Sachant que la fonction et I'intégration
des interneurones PV dans le circuit hippocampique dépendent de leur localisation au
sein de l'aire CA2 et que les neurones PV du SP de I'aire CA2 projettent localement,
alors que ceux localisés dans le SO projettent plutét sur les autres aires
hippocampiques (Mercer et al., 2012), ceci suggére que la transmission inhibitrice

serait aussi perturbée plus largement dans I'hippocampe

A B C

Figure 53 :

A :Immunomarquages PV (vert) et PCP4 (bleu) montrant I'aire CA2 de I'hippocampe dorsal
de souris NTg et Tg2576 agées de 9 mois. Barres d'échelle = 50 um. (Stratum oriens : SO ;
Stratum pyramidale : SP ; stratum radiatum : SR).

B : Nombres absolus de cellules PV+ dans I'aire CA2. On note une réduction du nombre de
cellules PV+ chez les souris Tg2576 (n=7) par rapport aux souris NTg (n=7). *p < 0,05 pour
le test t non apparié entre génotypes.

C : La quantification du nombre absolu de cellules PV+ dans les différentes couches de l'aire
CA2 indique que cette diminution est principalement observée dans la SO avec une forte
tendance dans la SP. *p < 0,05 pour le test t non apparié entre les génotypes pour chaque
couche. Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM.

Par ailleurs, nous avons noté que cette diminution du nombre d’interneurones PV est
associée a une moindre présence des PNN autour des interneurones dans 'aire CA2
des souris Tg2576 (Figure 54B : Souris NTg n=7 : 478.6 + 25.02, souris Tg2576 n=7 :
282.9 £+ 40.16, test-t: NTg vs Tg2576 : p=0.0014). Cette réduction du nombre de
cellules PV+/PNN+ est notamment observable dans les SO et SP (Figure 54C: test-t :
SO NTg 97.14 £ 16.72 vs Tg2576 30.00 + 5.77: p=0.0026 ; SP NTg 348.6 + 30.35 vs
Tg2576 230.0 + 34.71: p=0.0245; SR NTg 32.96 + 5.21 vs Tg2576 22.86 + 9.18:
p=0.3624 ; n=7 souris pour chaque génotype). Au niveau fonctionnel, cette diminution

du nombre d’interneurones PV+/PNN+ dans le stratum pyramidale suggére une
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réduction de la transmission inhibitrice dans l'aire CA2. La perte des interneurones PV
dans le stratum oriens de l'aire CA2 suggére une diminution de la régulation de
I'inhibition dans les aires CA1 et CA3.

A B C

L2 *

**
* %

Figure 54 :

A :Immunomarquages PV (vert), PNN (rose) et PCP4 (bleu) montrant I'aire CA2 de I'hippocampe
dorsal de souris NTg et Tg2576 a4gées de 9 mois. Barres d'échelle = 50 pm. (Stratum oriens :
SO ; Stratum pyramidale : SP ; stratum radiatum : SR).

B : Nombres absolus de cellules PV+/PNN+ dans I’aire CA2. On note une réduction du nombre
de cellules PV+ entourées de PNN chez les souris Tg2576 (n=7) par rapport aux souris NTg
(n=7). **p < 0,01 pour le test t non apparié entre génotypes.

C : La réduction du nombre absolu de cellules PV+/PNN+ chez les souris Tg2576 est plus
prononcée dans le SO et SP de I'aire CA2. *p < 0,05 et **p < 0.01 pour le test t non apparié
entre les génotypes pour chaque stratum. Les batons représentent la moyenne et les barres
d'erreur la SEM.

Nous avons précédemment montré que lintensité du marquage WFA dans la couche
pyramidale de CAZ2 refléte le niveau de plasticité de cette aire, notamment sa capacité
a induire une IiLTD (Dominguez et al., 2019) (Cf: Résultats 1.1). Nous avons
logiguement cherché a déterminer si la disparition des PNN autour des somas des
interneurones PV+ est associée a une modification de I'expression des PNN diffus
dans la couche pyramidale du CA2 des souris Tg2576. Pour cela, lintensité du
marquage WFA est mesurée dans les différentes couches de I'aire CA2 (Cf : Méthodes
IV-c). Cette analyse indique que la présence de PNN est fortement diminuée dans
l'aire CA2 des souris Tg2576 comparées aux souris NTg, et ce dans toutes les
couches (Figure 55C: test-t : SO NTg 16.69 £ 1.439 vs Tg2576 6.66 + 0.94: p<0.0001
; SP NTg 27.51 + 3.24 vs Tg2576 9.33 + 1.31: p<0.0001 ; SR NTg 8.84 + 0.491 vs
Tg2576 4.29 + 0.785: p<0.0001 ; n=7 souris pour chaque génotype).
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Figure 55 :

A : Marquages WFA (PNN, magenta) et PCP4 (bleu) dans I'aire CA2 de souris NTg et Tg2576
de 9 mois. Barres d'échelle = 50 um. (Stratum oriens : SO ; Stratum pyramidale : SP ; stratum
radiatum : SR).

B : La mesure de l'intensité de WFA dans les différentes couches de la zone CA2 montre que
la coloration WFA est réduite dans toutes les couches chez les souris Tg2576 (n=7)
comparativement aux souris NTg (n=7). ***p < 0,001 pour le test t non apparié entre les
génotypes pour chaque couche. Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la
SEM.

Sachant que la mesure de la fluorescence du marquage PV fournit une estimation
indirecte de l'activité et de l'intégrité des neurones PV (Donato et al., 2013 ; Favuzzi et
al., 2017), nous avons ensuite mesuré lintensité de fluorescence du signal
parvalbumine révélé par immunohistochimie dans le soma des interneurones de la
couche pyramidale des souris Tg2576 (Cf : Méthodes IV-c).

Nos données montent qu'une forte diminution de I'expression de parvalbumine dans
les neurones PV+ de I'aire CA2 des souris Tg2576 par rapport a ce qui est observé
chez les souris NTg (Figure 56 : Test Mann-Whitney : souris NTg 3.05 vs Souris
Tg2576 2.68 : p<0.0001).

Figure 56 :

Intensité de I'immunomarquage
PV normalisée (a.u.) dans le
soma des cellules PV+ du SP de
I’aire CA2. Les neurones PV+
des souris Tg2576 (n= 7 souris /
6 a 15 cellules par souris) ont
une intensité de fluorescence
réeduite par rapport a ceux des
souris NTg (n= 7 souris / 13 a 15
cellules par souris). Les barres
représentent la médiane et
I'écart interquartile, et chaque
point représente la fluoresence
d’'un neurone PV+. ***p < 0,001
entre les génotypes avec le test
de Mann-Whitney.
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Ainsi, non seulement les souris Tg2576 possedent moins d’interneurones PV+ dans
I'aire CA2, mais ceux-ci ont un contenu en parvalbumine qui est plus faible que celui
des neurones PV+ des souris NTg. Ceci est en accord avec les résultats précédents,
indiquant une diminution de la présence de PNN dans I'aire CA2 ; en effet, 'absence
de PNN autour des neurones PV est associée a une diminution de leur excitabilite,
entrainant une activité neuronale plus faible et une teneur réduite en protéine PV
(Yamada et al., 2015; Favuzzi et al., 2017). L'ensemble de ces observations
suggeérent donc que les neurones PV des souris Tg2576 sont hypoactifs par rapport a
ceux des animaux contréles.

Pour déterminer si ces altérations anatomiques sont effectivement associées a des
perturbations fonctionnelles de I'aire CA2 des souris Tg2576, nos collaborateurs ont
mesuré la transmission inhibitrice sur tranches d’hippocampe (Figure 57). Les
enregistrements de cellule entiere en imposant des stimulations d’intensités
croissantes montrent une augmentation de 'amplitude des potentiels post-synaptiques
(PSP) chez les souris Tg2576, principalement due a la diminution de I'amplitude de
I'hyperpolarisation sur la séquence EPSP/IPSP (Figure 57A). Ceci met en évidence
une réduction de la régulation inhibitrice dans 'aire CA2 des souris Tg2576 par rapport
a ce qui est observé chez les souris NTg.

De plus, les enregistrements extracellulaires dans la couche pyramidale de CA2
révélent 'apparition de bouffées d’activité chez les souris Tg2576 (Figure 57B). Ceci
indique que la couche pyramidale de l'aire CA2 est plus excitable chez les souris
modeles de la MA par rapport aux souris NTg. En conditions basales, le rapport des
pulsations par paires (paired pulse ratio : PPR) de la transmission inhibitrice est accru
chez les souris Tg2576, ce qui refléte une réduction de la libération du GABA dans
I'aire CA2 des souris Tg2576 par rapport aux souris NTg (Figure 57C).

En résumé, les souris Tg2576 montrent une réduction de la transmission inhibitrice
dans l'aire CA2, provoquée par la diminution de la libération de GABA par les
interneurones. Par conséquent, le contréle inhibiteur exercé sur les neurones
pyramidaux est réduit, provoquant une hyperexcitabilit¢ de I'aire CA2 des souris
Tg2576.
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Figure 57 :

A Les enregistrements de cellules entiéres indiquent que la composante inhibitrice de la
séquence EPSP/IPSP est réduite dans les neurones pyramidaux de ['aire CA2 des souris
Tg2576 (trace rouge) comparativement a ceux des souris NTg (trace noire), ce qui entraine
une amplitude accrue des potentiels post synaptiques globaux (PSP) lorsque les stimulations
augmentent.

B : L'amplitude de la décharge de la population neuronale de la couche pyramidale de I'aire
CA2 indique qu’elle est plus excitable chez les souris Tg2576 (n = 9 enregistrements de 4
souris) que chez les souris NTg (n = 7 enregistrements de 2 souris).

C: L’augmentation du paired pulse ratio (PPR) indique que la transmission inhibitrice basale
est diminuée dans I'aire CA2 des souris Tg2576 (n = 9) par rapport aux souris NTg (n = 13).
***p < 0.001. test-t

Nos collaborateurs ont ensuite déterminé si cette réduction de la transmission
inhibitrice était associée a une modification de la plasticité synaptique dans l'aire CA2
des souris Tg2576. La stimulation a haute fréquence des CS (HFS, 100 impulsions a
100 Hz répétées deux fois) permet de déclencher une iLTD chez les souris NTg. En
revanche, ils ont observé que cette HFS induit une iLTD réduite chez les souris
Tg2576, révélant ainsi une perturbation de la plasticité dépendante des interneurones
PV chez ces animaux (Figure 58A). Enfin, I'enregistrement des potentiels post-
synaptiques excitateurs (EPSP) dans l'aire CA2 révele une augmentation de
I'excitabilité des neurones pyramidaux des souris NTg aprés HFS (Figure 58B). En
conditions pathologiques, la HFS déclenche une potentialisation de I'excitation moins
prononceée par rapport a la ligne de base, suggérant que la plasticité a long terme est

altérée chez les souris Tg2576 modéles de la MA (Figure 58B).

En conclusion, chez les souris Tg2576, la disparition des interneurones PV et de leur
PNN, ainsi que la faible expression somatique en parvalbumine des interneurones PV,
sont bien associées a des altérations fonctionnelles de I'aire CA2. En effet, on observe
une diminution de la libération de GABA, traduisant une réduction du contrdle inhibiteur

de la part des interneurones sur les neurones pyramidaux de l'aire CA2. Ces
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modifications fonctionnelles entrainent une hyperexcitabilité des neurones pyramidaux

en dehors de toute stimulation, ce qui perturbe la plasticité de I'aire CAZ2.

A B

Figure 58 :

A : L’amplitude des IPSC dans les neurones pyramidaux de I'aire CA2 avant (1) et apres (2)
les stimulations a haute fréquence (HFS, 100 impulsions a 100 Hz répétées deux fois) montrent
que I'iLTD peut étre déclenchée chez des souris NTg (n=7 enregistrements sur 5 souris) mais
que cette dépression est transitoire chez les souris Tg2576 (n = 6 enregistrements sur 4
souris).

B : Les courants excitateurs post synaptiques enregistrés dans les neurones pyramidaux de
I’aire CA2 révele qu’une LTP peut étre induite chez les souris NTg aprés une HFS. Chez les
souris Tg2576, cette LTP est moins prononcée. NTg : n = 8 enregistrements chez 5 souris,
Tg2576 : n = 8 enregistrements chez 4 souris.

2.3. Capacité de reconnaissance et de meémoire sociale des
souris Tg2576

Nos résultats anatomiques et électrophysiologiques indiquent que les souris modeles
de la MA présentent une altération de la transmission inhibitrice issue des neurones
PV sur les neurones pyramidaux de I'aire CA2, résultant en une incapacité a induire la
iLTD. LaiLTD semblant directement impliquée dans la capacité a former une mémoire
sociale (Leroy et al., 2017 ; Dominguez et al., 2019), nous avons évalué les capacités
de mémoire sociale des souris Tg2576.
En dépit de son importance dans la pathologie humaine, peu d’études ont évalué la
mémoire sociale de modéles murins de la MA. Si Deacon et al ont décrit une
perturbation de la mémoire sociale chez les souris Tg2576 agées de 23 mois (Deacon
et al., 2009), aucune étude n’a recherché I'age auquel ce déficit apparait. Nous avons
donc évalué si a 9 mois les souris Tg2576 présentent des déficits de mémoire sociale.
Dans un premier temps, les souris ont été soumises au test a 3 chambres (Cf:
Méthodes lll-a) afin de mesurer leur sociabilité, c’est-a-dire leur attractivité naturelle
pour un congénére. Indépendamment du génotype, nous observons que les souris

explorent d’avantage la cage contenant un congénére plutét que la cage vide (Figure
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59A : souris NTg n=14 : souris familiére 56.58 + 9.84 sec, cage vide 14.20 £ 3.76 sec
; test-t : familiére vs cage vide p=0.0012 ; souris Tg2576 n=21 : souris familiére 59.78
+ 8.35 sec, cage vide 10.69 + 2.30 sec ; test-t: familiere vs cage vide p<0.0001),
indiquant une sociabilité normale des souris Tg2576 et NTg. Les souris ont ensuite été
soumises a un test de nouveauté sociale, qui consiste a discriminer une souris
familiere d’'une souris inconnue. Alors que les souris contrdles interagissent
significativement plus avec la souris inconnue (Figure 59B : souris NTg n=14 : souris
familiere 22.95 + 4.93 sec, souris nouvelle 60.97 £ 5.28 sec ; test-t: nouvelle vs
familiere p<0.0001), les souris Tg2576 n’expriment pas de préférence pour la souris
jamais rencontrée (Figure 59B : souris Tg2576 n=21 : souris familiére 30.51 £ 4.44
sec, souris nouvelle 41.27 £ 5.44 sec ; test-t : nouvelle vs familiére p=0.0586) : Ce test
révéle I'incapacité des souris Tg2576 a discriminer un congénére familier d’une souris

inconnue.

A B
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Figure 59 :

A : La mesure du temps d'interaction montre que les souris des deux génotypes passent plus
de temps avec un congénere qu'avec une cage vide. **p < 0.05 et ***p < 0,001 pour un test t
apparié entre les deux cages.

B : Les souris NTg passent d’avantage de temps avec la nouvelle souris qu’avec la souris
familiere, tandis que les souris Tg2576 passent autant de temps avec les deux souris. ***p <
0,001 pour un test t apparié entre les deux cages.

Afin d’évaluer de la composante mnésique de cette altération de la reconnaissance
sociale, nous avons ensuite réalisé le test de mémoire sociale a 5 essais décrit
précédemment (Cf : Méthodes llI-b). Au cours des 4 essais, les souris NTg passent
de moins en moins temps a interagir avec la souris présentée, ce qui indique que les
animaux forment une mémoire sociale. En revanche, les souris Tg2576 montrent
toujours le méme intérét pour la souris présentée, indiquant qu’elles sont incapables

de se souvenir de cette nouvelle souris. Lors de I'essai 5, une nouvelle souris est
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présentée et cela induit un regain d’'interaction chez les souris NTg, mais pas chez les
souris Tg2576 (Figure 60A: ANOVA a deux facteurs pour I'effet génotype: p < 0.1034,
pour les essais p<0.0001 et pour l'interaction p<0.0001. Le test post hoc (Sidak) entre
les souris NTg et Tg2576 montre : T1 : p=0.8691, T2 : p=0.0279, T3 : p=0.0943, T4 :
p=0.0023 et T5 : p=0.9139 ; n=10-13 souris par génotype).

Nous avons ensuite comparé le temps moyen d’interaction a I'essai 1 avec celui des
essais 2-3-4. Nous observons une forte diminution du temps d'investigation au fur-et-
a-mesure des essais chez les souris NTg contrairement a ce qui est observé chez les
souris Tg2576 (Figure 60B : ANOVA a un facteur mesures répétées: souris NTgn=10 :
T2,44.38 £+ 4.42 vs T1 p=0.009, T3 : 37.29 + 6.87 vs T1 p=0.0006, T4 : 23.09 + 5.39
vs T1 p=0.0011, T5: 103.4 + 12.54 vs T1 p=0.9994 ; souris Tg2576 n=13 : T2, 97.80
+13.77 vs T1 p=0.9994, T3 : 82.28 + 12.12 vs T1 p=0.2095, T4 : 90.62 + 12.79 vs T1
p=0.8381, T5: 98.75 £ 13.60 vs T1 p=0.9998), témoignant du fait que les souris
modéles de la MA de 9 mois présentent une altération importante de la composante

mnésique de la mémoire sociale.
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Figure 60 :

A : Les souris sont exposées pendant 4 essais a la méme nouvelle souris, puis a une autre
nouvelle souris pendant un 5éme essai. La durée du temps d’interaction au cours des 5 essais
du test de mémoire sociale révele une altération de cette mémoire chez les souris Tg2576. Les
points représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. ANOVA a deux facteurs mesures
répétées pour le génotype et les essais ; les moyennes sont comparées a chaque essai entre
les deux génotypes a l'aide d’un test-t avec correction de Sidak (*p < 0.05 et **p<0.01).

B : Le temps d'interaction normalisé montre une diminution significative chez les souris NTg
(n=10) de l'essai 2 a l'essai 4, alors que chez les souris Tg2576 (n=13), aucun changement
significatif du temps d'interaction n'est observé. Les diagrammes représentent la moyenne et
les barres d'erreur la SEM. **p < 0,05 et ***p < 0,001 pour 'ANOVA a un facteur mesures
répétées Trial(n) vs Trial 1.

Afin d’exclure I'hypothése d’un déficit olfactif altérant les capacités des souris Tg2576
a discriminer leur congénére, nous avons réalisé un test d'habituation/déshabituation

olfactive (Yang et Crawley, 2009) (Cf : Méthodes llI-d). Les souris des 2 génotypes
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présentent le méme comportement lors de la présentation des odeurs. Lors de chaque
premiére présentation d’odeur, 'ensemble des animaux montre un temps d’interaction
important qui s’accompagne, lors des présentations suivantes, d’'une perte d’intérét
(diminution du temps d’investigation) (Figure 61: ANOVA a deux facteurs pour le
génotype p = 0.5454; pour les odeurs: p < 0.0001, pour I'interaction p = 0.7283; n= 9-
8 souris par génotype ; Le test post hoc (Sidak) souris NTg vs Tg2576 ne montre
aucune différence significative). D’autre part, le temps d’exploration lors de la
présentation d’odeurs sociales est trés supérieur au temps d’exploration lors de la
présentation d’odeurs non-sociales, quel que soit le génotype des individus. Ces
données indiquent que les souris Tg2576 et NTg sont capables de discriminer et de
meémoriser des odeurs non-sociales et sociales. Ainsi, les perturbations de
reconnaissance et de mémoire sociale mises en évidence chez les souris Tg2576 ne

sont pas dues a des problémes de perception olfactive.

Figure 61: Temps investigation pendant le test
habituation/déshabituation olfactive

Les observations révelent que les deux
génotypes ont le méme comportement et
discriminent et de s'habituent aux odeurs non
sociales et sociales. Les points représentent la
moyenne et les barres d'erreur la SEM.

En résumé, nos données montrent que les souris Tg2576 présentent des troubles du
comportement social et notamment une incapacité a discriminer un individu familier
d’'un individu inconnu. Elles sont aussi incapables se souvenir d’'un congénére

présenté de maniere répétitive.

2.4. Laperte des PNN dans I'aire CA2 cause-t-elle des déficits de
meémoire sociale ?

Nos données indiquent que les souris Tg2576 ont des altérations de la reconnaissance

et de la mémoire sociale, mais une sociabilité et une perception olfactive intactes. Nous

avons émis I'hypothése que les altérations du réseau PV/PNN dans l'aire CA2, et de

la plasticité qui en dépend, sont responsables des troubles de la mémoire sociale des

souris modeéles de la MA. Dans I'objectif de démontrer ce lien de cause a effet, nous
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avons mimé la perte des PNN en les dégradant avec 'enzyme ChABC dans I'aire CA2
des souris sauvages C57BI6 agées de 3 mois (Figure 62).

Tout d'abord, nous avons confirmé que l'injection localisée de ChABC provoque une
forte diminution du marquage WFA, qui est restreinte a I'aire CA2 (Figure 62B : test-t :
CA1 PBS 17.83 £ 1.55 vs ChABC 14.81 + 1.30: p=0.1610 ; CA2 PBS 29.46 + 3.20 vs
ChABC 17.19 £ 2.06: p=0.0022 ; CA3 PBS 16.60 + 1.08 vs ChABC 13.34 + 0.94:
p=0.0282 ; n=12-10 souris par condition).

A B
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Figure 62 :

A : Marquages WFA (PNN, magenta) et PCP4 (bleu) dans les aires CA1, CA2 et CA3 de souris WT
aprés injection intra-CA2 de solution de PBS ou de ChABC. Barre d'échelle = 50um. (Stratum
oriens SO ; Stratum pyramidale : SP; stratum radiatum : SR.

B :La mesure de l'intensité de WFA dans les aires CA1, CA2 et CA3 des souris ayant recu une
injection de ChABC (n = 12) montre une forte diminution de la présence de PNN dans la zone
CA2, mais pas dans les zones CA1l et CA3. *p < 0.05 et **p < 0,01 pour le test t non apparié entre
enre les deux conditions pour chaque région de I’hippocampe. Les batons représentent la moyenne
et les barres d'erreur la SEM.

De fagon intéressante, la perte de PNN dans I'aire CA2 de ces souris est associé a
une diminution de I'intensité de fluorescence pour le signal parvalbumine dans le soma
des interneurones PV (Figure 63B: test Mann-Whitney : souris PBS 3.46 a.u vs Souris
ChABC 2.84 a.u : p<0.0001 ;132-146 cellules pour n=10-12 souris par condition).

Les données suggérent que dégrader les PNN dans I'aire CA2 suffis a réduire I'activité
des interneurones PV, qui conduirait au niveau fonctionnel a perturber la transmission

inhibitrice dans l'aire CA2 (Figure 63).
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Figure 63

Aq Immunohistochimie pour PV (vert) et PCP4 (bleu) dans /'aire CA2 de souris sauvages apres
une injection locale de solution de PBS ou de ChABC. Barre d'échelle = 50 um. (Stratum oriens
SO. ; Stratum pyramidale : SP ; stratum radiatum : SR).

B : Intensité de I'immunomarquage PV normalisée (a.u.) dans le soma des cellules PV+ du SP
de l'aire CA2. Les neurones PV+ des souris injectées avec la solution ChABC (n= 12 souris /
146 cellules par souris) ont une intensité de fluorescence réduite par rapport a ceux des souris
PBS (n= 10 souris / 132 cellules par souris).Les barres représentent la médiane et |'écart
interquartile, et chaque point représente /a fluorescence d’un neurone PV+. ***p < 0,001 entre
les conditions avec le test de Mann-Whitney.

Dans un second temps, nous avons évalué I'impact de cette absence de PNN dans
CA2 spécifiquement sur le comportement. Dans le test de mémoire sociale a 5 essais,
les souris contréles, ayant recu une injection de PBS dans I'aire CA2, présentent une
diminution du temps d’interaction avec la souris présentée au cours des essais (Figure
64B : ANOVA a un facteur : souris PBS n=10: T2, 68.90 £ 6.92 vs T1 p=0.0231, T3 :
44.66 + 6.15 vs T1 p=0.0002, T4 : 40.21 £ 10.55 vs T1 p=0.0049, T5: 98.00 + 14.14
vs T1 p=0.9998). Lors de la présentation d’'une nouvelle souris (5°™¢essai), on observe
un regain d’intérét, en comparaison avec le 4°™¢ essai. Ceci montre que l'injection de
PBS dans I'aire CA2 ne perturbe pas la mémoire sociale.

En revanche, les souris ayant recu une injection de ChABC dans l'aire CA2 s’avérent
incapables de former une mémoire sociale (Figure 64B : ANOVA a un facteur : souris
ChABC n=12: T2, 105.1 + 8.29 vs T1 p=0.9465, T3 : 88.21 + 9.14 vs T1 p=0.7417,
T4:73.42 £ 8.42 vs T1 p=0.1110, T5: 127.2 £ 10.33 vs T1 p=0.0422). Les données
normalisées par rapport au temps d’interaction au 1°" essai indiquent que dés le 2éme
essai, les souris injectées avec du PBS montrent une diminution du temps

d’interaction, ce qui n’est pas le cas pour ces souris injectées avec la ChABC.
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Figure 64 :

A : Le temps d’interaction avec la souris présentée révele une perturbation de la mémoire sociale
chez les souris dont les PNN de I’'aire CA2 ont été dégradés avec une solution de ChABC. Les
points représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. ANOVA & deux facteurs mesures
répétées pour la condition et les essais ; les moyennes sont comparées a chaque essai entre les
deux conditions a I'aide d’un test-t avec correction de Sidak (*p < 0.05 et **p<0.01).

B: Le temps d'interaction normalisé montre une diminution significative chez les souris PBS
(n=10) au cours des essais 2 a 4, alors qu'aucun changement significatif n'‘est observé chez les
souris ChABC (n=12). Les diagrammes représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM.*p
< 0.05 **p <0,01 et *™*p <0,001 pour ’ANOVA a un facteur mesures répétées Trial(n) vs Trial
1.

Ces données indiquent que la dégradation des PNN dans I'aire CA2 induit un déficit
d’apprentissage social chez les souris sauvages et soutiennent I'hnypothése selon
laquelle la perte des interneurones PV et de leur PNN dans 'aire CA2 contribue aux

troubles de mémoire sociale chez les souris modéles de la MA.

2.5. Reétablir la présence de PNN dans l'aire CA2 des souris
modeles de la MA est-il suffisant pour restaurer leur mémoire
sociale ?

Nous avons montré qu’a I'age de 9 mois, les souris Tg2576 présentent une diminution
du nombre d’interneurones PV et de leur PNN dans I'aire CA2 ce qui induit une
diminution de leur activité inhibitrice sur le réseau. Nos travaux antérieurs indiquent
que, dans le décours de la pathologie chez les souris Tg2576, la disparition des PNN
autour des neurones PV survient avant la diminution du nombre de neurones PV
(Cattaud et al., 2018). Cette observation suggére qu’une disparition des PNN autour
des neurones PV peut déclencher la perte de ces interneurones. Cependant, 'absence
de PNN autour des neurones PV induit la formation de synapses inhibitrices sur le
soma des interneurones PV (Donato et al., 2013), provoquant leur inhibition tonique et
une baisse de l'expression de la protéine PV (Yamada et al.,, 2015), comme en
témoigne la diminution de la fluorescence PV observée dans l'aire CA2 des souris
Tg2576. |l est ainsi possible que certains interneurones PV des souris Tg2576 sont

toujours présents, mais que leur contenu en PV n’est pas assez élevé pour étre détecté
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par immunohistochimie. Si tel est le cas, I'utilisation d’'un paradigme permettant de
rétablir 'activité des neurones PV de I'aire CA2 devrait étre suffisant a la formation de
PNN et a '’émergence de plasticité dans cette aire, et a la restauration des capacités
de mémoire sociale des souris Tg2576.

Dans notre précédent travail (Dominguez et al., 2019), nous avons montré I'importance
de l'activation de la signalisation NRG1/ErbB4 pour provoquer la maturation des
neurones PV et de leur PNN, permettre la plasticité DOR-ILTD dans l'aire CA2, et
'émergence de la mémoire sociale (Cf: Résultats 1). Dans le cortex visuel, la
maturation des neurones PV au cours de la période critique de dominance oculaire
dépend de l'activation de la voie NRG1/ErbB4 (Gu et al., 2016). La privation
monoculaire pendant cette période régule diminue la signalisation NRG1/ErbB4 dans
les neurones PV, entrainant la rétractation des entrées excitatrices sur ces neurones.
Dans ce contexte, 'administration de NRG1 exogéne restaure 5 jours plus tard ces
entrées excitatrices, améliorant ainsi linhibition neuronale PV sur les neurones
excitateurs du cortex visuel (Sun et al., 2016). Nous avons donc choisi d’injecter du
NRG1 (6.66 nM ; 100 nl par injection) dans le CA2 de souris Tg2576, puis d’évaluer

'impact de cette injection sur les neurones PV et PV/PNN (Figures 65).

Figure 65

Immunomarquages PV (vert) et PCP4 (bleu)
dans l'aire CA2 de souris NTg et Tg2576
aprés injection locale de solution de PBS ou
NRG1. Barre d'échelle = 50um. Stratum
oriens : SO. ; Stratum pyramidale : SP ;
stratum radiatum : SR.

Nous constatons que chez les souris contrbles, I'injection de NRG1 (NTg-NRG1) ou
de PBS (NTg-PBS), ne provoque aucune modification du nombre d’interneurones PV
dans l'aire CA2. En revanche, l'injection de NRG1 (Tg2576-NRG1) dans l'aire CA2
des souris Tg2576 induit une augmentation du nombre d’interneurones PV par rapport
a l'injection de PBS (Tg2576-PBS) (Figure 66A: souris NTg-PBS n=10 : 586 + 47.89,
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NTg-NRG1 n=10: 673 + 42.19, Tg2576-PBS n=11: 390.9 * 43.72, Tg2576-NRG1
n=10: 556 + 27.94 ; ANOVA a deux facteurs pour I'effet génotype p = 0.0006; pour
I'effet traitement p = 0.0042, pour l'interaction p = 0.3511 ; le test post-hoc de Sidak :
PBS-NTg vs. PBS-Tg2576 : p=0.0104, PBS-Tg2576 vs. NRG1-NTg : p=0.0001 et
PBS-Tg2576 vs. NRG1-Tg2576 : p=0.0412).

A B

Figure 66 :

A-?B :La quantification du nombre absolu de cellules PV+ dans I'aire CA2 et ses sous régions
révele une restauration du nombre de cellules PV+ chez les souris Tg2576 apres injection
de NRG1 (Tg2576 NRG1 n=10) et plus précisément dans le SP et dans le SR. Au contraire,
les souris Tg2576 aprés injection de PBS (Tg2576 PBS n= 11) présentent toujours un déficit
du nombre de cellules PV dans [l'aire CA2, dans les couches SP et SR. Les batons
représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. ANOVA a deux facteurs (génotypes
et traitement) suivie d’une correction et d’un test de Sidak. *p < 0.05, ** p <0.01 et ***p <
0.001

De plus, I'expression de la parvalbumine dans les somas des interneurones PV
augmente chez les souris Tg2576-NRG1 et atteint une intensité de fluorescence
comparable a celle observée dans les groupes NTg-PBS et NTg-NRG1 (Figure 67:
souris NTg-PBS n=10: 2.54, NTg-NRG1 n=10: 2.81, Tg2576-PBS n=11: 2.21,
Tg2576-NRG1 n=10: 2.68 ; Test Kruskal-Wallis: p < 0.0001 ; le test post-hoc de
Dunn : PBS-NTg vs. NRG1-NTg : p=0.032, PBS-NTg vs. PBS-Tg2576 : p=0.0006,
PBS-Tg2576 vs. NRG1-NTg: p<0.0001 et PBS-Tg2576 vs. NRG1-Tg2576 :
p<0.0001).
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Figure 67 :
L'intensité normalisée de fluorescence (a.u.) pour la parvalbumine dans les cellules PV+ de la

SP de I'aire CA2 montre que la fluorescence PV est plus élevée dans les cellules PV+ des
souris Tg2576-NRG1 (n= 8 & 15 cellules par souris) que dans celles des souris Tg2576-PBS
(n=5 a 15 cellules par souris). Les barres représentent la médiane avec I'écart interquartile et
chaque point représente les neurones des cellules PV+. Les médianes sont comaprées entre
chaque condition avec le test de Kruskal-Wallis correction de Dunn. * p < 0,05, *** : p < 0,005

De fagcon remarquable, I'effet de NRG1 sur les neurones PV s’accompagne de
I'apparition des PNN autour de ces neurones (Figure 68A: souris NTg-PBS n=10 : 540
1+ 33.10, NTg-NRG1 n=10 : 566 + 33.11, Tg2576-PBS n=11: 314.5 £ 15.10, Tg2576-
NRG1 n=10: 444 £ 34.90 ; ANOVA a deux facteurs pour I'effet génotype p<0.0001;
pour l'effet traitement p = 0.0125, pour l'interaction p = 0.0889 ; le test post-hoc de
Sidak : PBS-NTg vs. PBS-Tg2576 : p<0.0001, PBS-Tg2576 vs. NRG1-NTg : p<0.0001
et PBS-Tg2576 vs. NRG1-Tg2576 : p=0.0204). Ainsi, la NRG1 déclenche la
maturation des interneurones PV en stimulant 'expression somatique de parvalbumine

et provoque la formation des PNN.

A B

Figure 68 :

A—?B :Nombres absolus de cellules PV+/PNN+ dans l'aire CA2 et ses sous-régions. Il n'y a pas
de différence entre le nombre de cellules PV+/PNN+ chez les souris Tg2576 NRG1 et les souris
NTg PBS dans I'aire CA2 et plus précisément dans les stratums oriens, pyramidale et radiatum.
Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. ANOVA a deux facteurs
(génotypes et traitement) suivie d’une correction et d’un test de Sidak. *p < 0.05, ** p <0.01 et
***p < 0.001
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En revanche, l'injection de NRG1 ne modifie pas lintensité du marquage PNN diffus
dans l'aire CA2, quel que soit le génotype (Figure 69A: souris NTg-PBS n=10: 11.08
+ 1.129, NTg-NRG1 n=10: 11.20 + 1.014, Tg2576-PBS n=11: 6.102 + 0.6190,
Tg2576-NRG1 n=10: 5.575 + 0.4411 ; ANOVA a deux facteurs pour I'effet génotype
p<0.0001; pour I'effet traitement p = 0.8128, pour l'interaction p = 0.7007 ;le test post-
hoc de Sidak : PBS-NTg vs. PBS-Tg2576 : p=0.0004, PBS-Tg2576 vs. NRG1-NTg :
p<0.0001 et PBS-Tg2576 vs. NRG1-Tg2576 : p=0.9984).

Figure 69 :
A-B : La mesure de l'intensité de la WFA de |'aire CA2 et des différentes couches chez les

souris Tg2576 ayant recu du PBS et du NRG1 montre une forte diminution de la présence de
PNN comparativement aux deux groupes NTg. La diminution de la fluorescence de la WFA
dans les deux groupes de souris Tg2576 est observée dans toutes les couches de la zone CA2.
Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM. ANOVA a deux facteurs
(génotypes et traitement) suivie d’'une correction et d’un test de Sidak. *p < 0.05, ** p <0.01
et ***p < 0.001

Nous avons ensuite cherché a déterminer si la restauration des interneurones PV et
de leur PNN induite par NRG1 dans I'aire CA2 s’accompagne d’une récupération
fonctionnelle de la mémoire sociale chez les souris Tg2576.

L’injection d’'une solution de PBS, ne modifie pas le déficit de mémoire sociale des
souris Tg2576 (Figure 70B : ANOVA a un facteur : Souris Tg2576-PBS : n=11: T2,
109.9 £ 11.62 vs T1 p=0.9446, T3 : 90.05 £ 14.88 vs T1 p=0.9444, T4 : 92.71 + 16.11
vs T1 p=0.9866, T5:117.6 £+ 13.56 vs T1 p=0.7641). En revanche, I'injection de NRG1
améliore les capacités des souris Tg2576 qui montrent alors un apprentissage social
comparable a celui des souris NTg (Figure 70B : ANOVA a un facteur : Souris NTg-
PBS : n=15:T2, 57.95 + 10.23 vs T1 p=0.0032, T3 : 42.49 + 8.56 vs T1 p=0.0001,
T4 :26.40 £ 7.311 vs T1 p<0.0001, T5:90.16 £ 10.18 vs T1 p=0.8119). La présence
d’'une mémoire sociale rétablie chez les souris Tg2576-NRG1 est reflétée par une forte
diminution de la durée d’'interaction dés le 2™ essai par rapport a la 1 présentation
de la souris nouvelle (Figure 70B : ANOVA a un facteur : Souris Tg2576-NRG1 : n=14 :
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T2, 69.90 + 7.819 vs T1 p=0.0007, T3 : 34.22 + 6.906 vs T1 p<0.0001, T4 : 34.22 +
6.906 vs T1 p<0.0001, T5: 96.56 + 15.07 vs T1 p=0.9970).

A B

Figure 70 :

A?Les injections locales de NRG1 dans la zone CA2 induisent une restauration de la mémoire
sociale chez des souris Tg2576. Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la
SEM. ANOVA & deux facteurs (génotype et traitement) suivie d’'une correction et d’un test de
Sidak. *p < 0.05, ** p <0.01 et ***p < 0.001

B : On observe une diminution significative du temps d'interaction normalisé des souris Tg2576
injectées avec NRG1 (Tg2576 NRG1 : n= 14) entre les essais 2 et 4, similaire aux deux groupes
de souris NTg (NTg PBS : 11, NTg NRG1 : n= 15). Les diagrammes a barres représentent la
moyenne et les barres d'erreur du SEM. ***p < 0,001 pour ’ANOVA a un facteur mesure
répétées Trial(n) vs Trial 1.

C:Indice de préférence du temps d’exploration pour I'objet déplacé. On observe une altération
de la mémoire spatiale dans les deux groupes de souris Tg2576 (Tg2576 PBS n= 6, Tg2576
NRG1 n=8) comparativement aux souris NTg (NTg PBS n= 8, NTg NRG1 n= 9). Les béatons
représentent la moyenne et les barres d'erreur du SEM. **p < 0,01, *** : p < 0,001 par rapport
a la chance (ligne en pointillé indique 50%, soit la chance).

Afin de déterminer si cette amélioration de la mémoire sociale s’accompagne d’effets
bénéfiques sur d’autres formes de mémoires hippocampo-dépendantes, nous avons
testé les souris dans un test de déplacement d’objet qui évalue la mémoire spatiale.
On observe que les souris Tg2576 injectées avec la solution contréle ou NRG1 dans
I'aire CA2 ne présentent aucune préférence pour I'objet déplacé (Figure 70C : test t
avec une valeur théorique moyenne a 50%: Tg2576-PBS 49.24 + 1.07 vs 50% p =
0.5097, Tg2576-NRG1 49.52 + 2.38 p = 0.8457), contrairement aux souris NTg (Figure
70C : Test t avec une valeur théorique moyenne a 50%: NTg-PBS 62.61 + 3.57 vs
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50% p = 0.0097, NTg-NRG1 61.13 + 2.69 p = 0.0033). Ces résultats illustrent la
spécificité de l'action de NRG1 dans l'aire CA2 sur la mémoire sociale des souris

modéles de la MA.

2.6. Conclusion

Nos travaux, établissent un lien causal entre le dysfonctionnement des neurones PV
de l'aire CA2 de I'hippocampe et les déficits de mémoire sociale chez les souris
modeéles de le MA (Rey et al., In prep). Nous montrons que l'activation de la
signalisation NRG1/ErbB4, qui est fortement impliquée dans la maturation dépendante
de I'expérience des neurones PV du cerveau post-natal (Dominguez et al., 2019 ; Sun
et al.,, 2016 ; Gu et al., 2016), permet de restaurer la présence de neurones PV et
PV/PNN détectables dans I'aire CA2 des souris Tg2576, et de rétablir leur capacité de
mémoire sociale.

Nos résultats suggerent que stimuler I'activité des neurones PV et leur maturation (i.e.
formation de PNN) par I'expérience (Cattaud et al., 2018), ou par 'activation de voies
de signalisation mise en jeu pendant le développement post-natal (Rey et al., In prep)
— permet de rétablir la mémoire sociale des souris modéles de la MA. Cependant, les
conséquences fonctionnelles de la disparition des PNN autour des neurones PV au

cours de la MA restent largement incomprises.
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3. Activation de I'aire CA2 en réponse aux stimulations sociales

3.1. Influence des stimulations sociales sur [Pactivité des
interneurones PV de I'aire CA2

L’objectif ici était d’examiner dans quelle mesure les interactions sociales modifient
I'activité des interneurones PV et la formation de leurs PNN dans I'aire CA2, chez la
souris en conditions normales et pathologiques.
Afin de caractériser les conséquences d’une interaction sociale sur le nombre
d’interneurones PV et leurs PNN dans l'aire CA2, nous avons exposé des souris NTg
et Tg2576 a des congénéres familiers ou non, ou a une cage vide, pendant 10 minutes.
Les animaux sont sacrifiés les animaux 90 minutes plus tard. Ces expériences sont
préliminaires, c’est pourquoi nous n’avons pas réalisé de statistiques inférentielles.
Nous avons déterminé par immunohistochimie, pour chaque groupe expérimental, le
nombre d’interneurones PV et de PNN détectables dans l'aire CA2 (Figure 71). Nos
résultats indiquent que pour les deux génotypes, le nombre absolu d’interneurones PV
dans l'aire CA2 augmente suite a une interaction sociale par rapport a une interaction
non-sociale (Figure 71A : NTg-Cage n=6: 256.70 + 43.26, NTg-Nouvelle n=9: 382.20
+ 69.30, NTg-Familiéere n=9 : 452.20 + 64.29 ; Tg2576-Cage n=2: 256.70 + 43.26,
Tg2576-Nouvelle n=6: 382.20 £+ 69.30, Tg2576-Familiere n=6 : 452.20 + 64.29). Ces
observations sont en accord avec celles de Donato et collaborateurs qui montrent
gu’une augmentation de I'expression de parvalbumine a lieu dans les neurones PV
apres un apprentissage (Donato et al., 2013). Nos données mettent aussi en évidence
que des PNN apparaissent autour des neurones PV aprés une interaction sociale mais
pas suite a une interaction non-sociale (Figure 71B : NTg-Cage n=6: 291.67 + 18.87,
NTg- Nouvelle n=9: 212.20 £ 53.87, NTg- Familiére n=9 : 277.80 + 70.75 ; Tg2576-
Cage n=2: 40 £ 10,00 Tg2576-Nouvelle n=6: 161.00 + 58.28, Tg2576-Familiére n=6 :
161.70 £ 65.85).
En résumé, une interaction sociale avec une souris familiere ou non, augmente
sensiblement la présence de PNN autour des neurones PV. Ainsi, la plasticité des
neurones PV de I'aire CA2 peut étre influencée par une interaction sociale, méme

courte. Cette plasticité est également mobilisable chez les souris Tg2576.
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Figure 71 :

Le nombre absolu de cellules PV+ (A) et PV+/PNN+ (B) dans I’'aire CA2 tend a augmenter
dans les deux génotypes aprés la présentation d’un congénére comparé a une interaction
non-sociale. Les batons représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM.

Nous avons ensuite évalué si 'augmentation des PNN autour des neurones PV était
plus généralement associée a la formation de PNN diffus dans la couche pyramidale
de l'aire CA2. L’analyse de l'intensité du marquage WFA (Figure 72) indique que la
présence de PNN diffus dans I'aire CA2 ne varie pas en réponse a une interaction
sociale, pour aucun des deux génotypes étudiés (NTg-Cage n=6: 49.64 + 3.62, NTg-
Nouvelle n=9: 49.10 + 3.87, NTg-Familiere n=9 : 62.93 £ 8.25 ; Tg2576-Cage n=2:
35.17 + 3.19 Tg2576-Nouvelle n=6: 25.28 + 2.21, Tg2576-Familiere n=6 : 21.76 *
1.50).

Figure 72 :

La mesure de l'intensité de WFA de laire
CA2 montre aucun effet de l’interaction
sociale pour les deux génotypes. Les
souris Tg2576 présentent toujours une
faible intensité en WFA par rapport aux
souris NTg. Les batons représentent la

moyenne et les barres d'erreur la SEM.

L’intensité du marquage WFA reste plus faible chez les souris Tg2576 comparée a
que chez les souris contréles. Contrairement a I'exposition a un environnement enrichi
(Cattaud et al., 2018), la présentation d’une souris nouvelle ou familiere n’est pas
suffisante pour augmenter I'expression des PNN diffus dans I'aire CA2. Ces résultats,
suggeérent que la formation des PNN autour des interneurones PV et I'apparition du

marquage diffus dans 'aire CA2 répondraient a des signaux différents.
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Sur la base de ces résultats, nous avons émis I'’hypothése que 'augmentation du
nombre d’interneurones PV détectables dans l'aire CA2 serait associée a une
activation neuronale, identifiable par I'expression de genes immédiats précoces tels
que cfos. Nous avons caractérisé le schéma d’expression de cfos dans I'aire CA2 des
souris T2576 et contréles (Figure 73) aprés une interaction sociale ou non. Pour cela,
nous avons quantifié le nombre de cellules immunopositives pour la protéine Fos
(Fos+) dans l'aire CA2, en fonction du génotype des souris et du type d’interaction
(sociale ou non). Quel que soit l'interaction ou le génotype, le nombre de cellules Fos+
dans CA2 ne varie pas (Figure 73A: NTg-Cage n=6: 105.0 £ 17.2, NTg-Nouvelle n=9:
195.6 £ 53.0, NTg-Familiere n=9 : 135.6 + 31.3 ; Tg2576-Cage n=2: 310.0 + 60.0
Tg2576-Nouvelle n=6: 106.7 £ 63.2, Tg2576-Familiere n=6: 214.3 + 59.8). Nous
avons aussi quantifié I'activation spécifique des interneurones PV en analysant les
colocalisations PV+/Fos+ dans l'aire CA2 (Figure 73B). Nous constatons que le
nombre de cellules PV+/Fos+ tend a augmenter chez les souris NTg aprés avoir
interagit avec une souris familiére (NTg-Familiére n=9 : 563.3 £ 13.5), plutdt qu’avec
une cage vide (NTg-Cage n=6 : 15 + 4.2) ou une souris nouvelle (NTg-nouvelle n=9 :
22.0 £9.8). En revanche, le nombre de cellules PV+/Fos+ ne varie pas chez les souris
Tg2576 quelle que soit type d’interaction (Figure 73B : Tg2576-Cage n=2: 25.0 £ 5.0
Tg2576-Nouvelle n=6: 15.0 £ 7.6, Tg2576-Familiére n=7 : 51.4 + 26.6).

A B

Figure 73:

A:Le nombre absolu de cellules Fos+ dans I'aire CA2 ne differe pas avec le génotype , ni le type
d’intéraction.

B :Le nombre absolu de cellules PV+/Fos+ tend a augmentater suite a une interaction avec une
souris familiéere chez les souris NTg. En revanche, les souris Tg2576 ne présentent aucun
changement du nombre de cellules PV+/PNN+, quel que soit /e type d’interaction. Les batons

représentent la moyenne et les barres d'erreur la SEM.
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La forte variabilité des valeurs observée parmi les souris Tg2576 interagissant avec
une souris familiére est trop importante pour pouvoir interpréter ce résultat.
Néanmoins, nos observations suggérent que I'activité des interneurones PV de CA2
augmente chez les souris contrdles lorsqu’elles sont engagées dans une interaction
sociale. Nos données semblent en revanche indiquer que les interactions sociales (ou
non-sociales) ne déclenchent pas un tel patron d’activation des neurones PV chez les
souris modeéles de la MA, dont on sait qu’elles présentent des altérations de la mémoire

sociale

3.2. Influence des stimulations sociales sur ’activité cérébrale.

L’étude de l'activité des réseaux neuronaux et des oscillations cérébrales suscite un
grand intérét pour la compréhension des troubles cognitifs. Les oscillations cérébrales
résultent de l'activité synchrone de populations de neurones, et sont visualisées sur
I'électroencéphalogramme. Parmi les oscillations cérébrales, les ondes théta (5-10 Hz)
et gamma (30-200 Hz) sont associées a des activités cognitives spécifiques
(Ognjanovski et al., 2017 ; Yamamoto et al., 2014). En effet, le rythme théta,
notamment généré par I'hippocampe, est fortement présent lors que I'animal est
engagé dans un comportement actif, une activité d’exploration ou se trouve en phase
de sommeil paradoxal (Ognjanovski et al., 2017 ; Boyce et al., 2016). L’activité de type
gamma, est générée lors de la perception sensorielle et de la formation de la mémoire
(Chen et al., 2014 ; Lapray et al., 2009 ; Sederberg et al., 2007). |l a été montré que
I'activité des interneurones PV régule la puissance des ondes théta et gamma
(Amilhon et al., 2015 ; Sohal et al., 2009 ; Cardin et al., 2009). Cependant, les
oscillations gamma et théta sont altérées en conditions pathologiques (Bott et al.,
2016 ; Verret et al., 2012). Les travaux de Bezzina et collaborateurs dans I'équipe
montrent une hyperactivité hippocampique sur 'lEEG des souris Tg2576, susceptible
de refléter une perturbation de la transmission inhibitrice dans I'hippocampe (Bezzina
et al., 2015).

Lors de cette thése, nous avons évalué l'influence respective des interactions sociales
et non sociales sur les oscillations de type théta et gamma chez les souris NTg et
Tg2576. L'enregistrement EEG des animaux pendant les interactions sociale (souris
familiére ou nouvelle) ou non sociale (cage vide) a été réalisé grace a un systeme

d’acquisition sans fil (Cf : Méthodes lI-c).
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Aprés analyse des données (Cf : Méthodes llI-c), la puissance absolue des différentes
frequences de 'EEG est comparée entre les génotypes (Figure 74). Par rapport aux
souris contréles, les Tg2576 semblent présenter une augmentation de la puissance
des ondes théta (5-10Hz) et gamma (30-100Hz), quelle que soit I'interaction (sociale
ou non sociale) proposée (Figure 74G : NTg-Cage n=5: 5.08E-03 + 1.79E-03 mV?,
NTg-Nouvelle n=6: 6.94E-03 + 1.25E-03 mV?, NTg-Familiere n=6 : 6,36E-03 + 3,28E-
04 mV?; Tg2576-Cage n=5: 8.49E-03 + 1.79E-03 mV?, Tg2576-Nouvelle n=6: 9.16E-
03 = 1.94E-03 mV? Tg2576-Familiere n=6: 9.54E-03 * 9.75E-04 mV?). La
comparaison des interactions sociales et non sociales montre que la puissance des
ondes gamma a tendance a augmenter chez les souris Tg2576 lors de l'interaction
avec un congéneére (familier ou nouveau), par rapport aux puissances mesurées lors
de la présentation d’'une cage vide (Figure 74G : NTg-Cage n=5: 1.53E-03 + 1.73E-04
mV?2, NTg-Nouvelle n=6: 2.14E-03 *+ 3.68E-04 mV?, NTg-Familiere n=6 : 1.83E-03 %
1.96E-04 mV?, Tg2576-Cage n=5: 2.57E-03 = 3.62E-04 mV?, Tg2576-Nouvelle n=6:
3.29E-03 + 4.54E-04 mV?, Tg2576-Familiére n=6 : 3.11E-03 £ 2.10E-04 mV?3). Lors de
l'interaction des souris Tg2576 avec une souris inconnue, aucune différence de rythme
théta n’est observée (Figure 74G). Chez les souris NTg, on observe une augmentation
de la puissance de théta et de gamma pendant l'interaction avec un congénere

(nouveau ou familier), par rapport a une cage vide (Figure 74G-H).
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D E F
G H
Figure 74 :

A-B-C : Représentation des bandes de puissances entre 0-30 Hz sur I’EEG de souris Tg2576 et
NTg en fonction des interactions non-sociales (A) et sociales (B-C).

D-E-F : Représentation des bandes de puissances entre 30-200 Hz sur I’EEG des souris Tg2576
et NTg en fonction des interactions non-sociales (D) et sociales (E-F).

G-H : Graphique des bandes de puissances absolues de théta et de gamma chez les
sourisTg2576 et NTg en fonction des interactions propsées. Les batons représentent la moyenne
et les barres d'erreur la SEM.

De maniére générale, on observe une augmentation des puissances de gamma et
théta chez les souris Tg2576 par rapport aux souris NTg, quelle que soit I'interaction
proposée. Ces résultats sont en accord avec des données de I'équipe montrant une
hyperexcitabilité hippocampique chez cette lignée de souris MA (Bezzina et al., 2015).
De plus, nous observons des modifications de la puissance de gamma sont observées
entre les interactions sociales et non-sociales indépendamment du génotype. En
revanche, la puissance de gamma est inchangée par la présentation d’'une souris
familiere ou nouvelle.

Dans la suite de cette étude, nous avons réalisé des expériences preliminaires visant
a évaluer la contribution des PNN aux activités oscillatoires aberrantes. Pour cela,

nous avons dégradé les PNN dans l'aire CA2 de souris NTg puis enregistré les
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différentes bandes de fréquence chez ces souris (Figure 75). Nous observons que la
souris NTg injectée avec la ChABC présente un patron d’activité des ondes théta qui
est aberrant et comparable a celui des souris Tg2576 (Figure 75A : NTg n=2: 5.76E-
09 + 1.49E-09 mV?, Tg2576 n=4: 9.50E-09 £ 1.31E-09 mV?, NTg-ChABC n=1 : 8, 46E-
09 mV?). En revanche, la puissance des ondes gamma reste inchangée aprés
l'injection de ChABC (Figure 75B : NTg n=2: 2.06E-10 = 8.75E-11 mV?, Tg2576 n=4:
3.09E-10 + 2.92E-11 mV?, NTg-ChABC n=1: 1,73E-10 mV?).

A B

Figure 75 :
Gauche : Représentation des bandes de puissances entre 0-20 Hz chez les souris Tg2576, NTg

et NTg injectées avec la ChABC dans l'aire CA2.

Droite : Représentation des bandes de puissances entre 20-100 Hz chez les souris Tg2576, NTg
et NTg injectées avec la ChABC dans ’'aire CA2. L’injection de la ChABC semble provoquer une
augmentation de la puissance de théta sans modifier la puissance de gamma.

Cette étude trés préliminaire, indique que la perte des PNN de l'aire CA2, et plus
largement dans I'hippocampe, pourrait perturber I'activité cérébrale en modifiant les
ondes théta, un phénomeéne qui est associé au trouble de mémoire sociale observé
chez les souris Tg2576 et contréles injectées avec du ChABC. Ces observations
suggérent que les PNN sont nécessaires a la régulation de l'activité du réseau
hippocampique qui sous-tend les capacités de reconnaissance sociale et de mémoire

sociales.

3.3. Conclusion

Nous avons obtenu des résultats préliminaires suggérant qu’une interaction sociale,
méme courte, suffirait a induire la formation de PNN autour des interneurones PV. Ceci
soutient I'idée que la formation des PNN dépend de I'activation des PV (Dityatev et al.,

2007). De plus, nos données d’activations cellulaires indiquent également que les
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interneurones PV des souris contrbles sont activés lors d’une interaction sociale, que
ce soit avec un individu familier ou non. Ce recrutement des interneurones PV de CA2
pourrait permettre I'intégration et le codage des informations mnésiques. De plus, les
interneurones PV étant impliqués dans la synchronisation locale des neurones
excitateurs, leur activation entraine probablement une augmentation des activités
oscillatoires nécessaires a l'acquisition (Tort et al., 2009) et a la consolidation
(Bandarabadi et al., 2017) mnésique.

De fagcon remarquable, l'activité des neurones PV des souris modéles de la MA ne
varie pas en réponse a une interaction (sociale ou non).De plus, I'activité de I'aire CA2
de ces souris reste inchangée, méme apres une interaction sociale, ou I'exploration
d’'une cage vide. Ceci suggére que la présence d’'un congénére ou d’un objet ne
déclenche pas de traitement d’information dans I'aire CA2 des souris Tg2576. Ces
résultats sont cohérents avec I'hyperexcitabilité (Bezzina et al., 2015) et les déficits de

mémoire sociale (Deacon et al., 2009) observés chez les souris Tg2576.
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Ce travail de thése nous a permis d’apporter des réponses aux objectifs fixés :

1) Définir le lien entre la maturation des interneurones a
parvalbumine de I'aire CA2 et ’émergence de la mémoire sociale
a la fin de I’adolescence.
Nos résultats ont permis de montrer que les souris juvéniles présentent une régulation
inhibitrice immature dans I'aire CA2, associée a une incapacité a former une mémoire
sociale. En effet, a cet age, le faible niveau de PNN dans l'aire CA2 et 'immaturité du
systeme NRG1/ErbB4 ne permettent pas l'induction de la iLTD dépendante des
récepteurs delta opioide. Nous avons par ailleurs démontré que dégrader les PNN
dans I'aire CA2 de souris adultes induit une altération de la plasticité dépendante des
interneurones PV associée a un déficit de mémoire sociale. Ainsi, nos résultats
indiquent que la présence des PNN contribue a I'apparition de la plasticité dans l'aire
CAZ2 des souris adultes, permettant 'émergence de la capacité a former une mémoire

sociale.

2) Dysfonctionnements des interneurones a parvalbumine dans
I’aire CA2 et les troubles de la mémoire sociale chez des souris
modéles de la maladie d’Alzheimer.

Nos résultats indiquent que les souris Tg2576, modele de la MA, présentent une
altération importante des interneurones PV et de leur PNN dans l'aire CA2, associée
a une diminution de la transmission inhibitrice et de la plasticité qui y est associée. Par
ailleurs, nous avons montré que I'injection de NRG1 dans 'aire CA2 des souris Tg2576
est en mesure d’améliorer intégrité des interneurones PV en induisant leur maturation
et la formation de PNN autour d’eux. Cela est associé a une restauration spécifique
des troubles de la mémoire sociale. Ainsi, nous avons démontré que l'altération des
interneurones PV et de leurs PNN dans l'aire CA2 est la cause des troubles de
mémoire sociale des souris Tg2576, et que provoquer la maturation de ces neurones,

via I'activation de la voie NRG1/ErbB4, permet de restaurer cette capacité de mémoire.
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3) Caractériser les effets de I'interaction sociale sur I'activité des
interneurones a parvalbumine de I’aire CA2
Cette partie de la thése est une étude préliminaire sur les effets d’une interaction
sociale sur l'activité cérébrale et la modification des interneurones PV. Nous avons
observé qu’une stimulation sociale augmente la présence d’interneurones PV
détectables et de PNN dans l'aire CA2 de souris Tg2576 et NTg. Ces résultats
suggérent que la stimulation sociale provoque une modification positive sur les
interneurones PV. Nous avons confirmé une augmentation de l'activité cérébrale
notamment des oscillations théta et gamma chez les souris Tg2576 quelle que soit la
stimulation sociale ou non-sociale. Enfin, nous avons montré que la dégradation des
PNN dans I'aire CA2 chez des souris saines induit une augmentation de la puissance
de théta comme observé chez les souris Tg2576 suggérant que les PNN de I'aire CA2

jouent un réle clé dans la régulation de I'activité hippocampique par les neurones PV.
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Apparition des troubles de la mémoire sociale au cours de la MA.

Au cours de cette thése, sur la base d’observations effectuées sur des souris Tg2576
a différents ages modélisant 4 stades de la MA (3 mois : prodromal, 6 mois : MCI, 9
mois : MA avérée, 13 mois : MA sévére), nous avons pu compléter les résultats
obtenus par Cattaud et al., (2018) et améliorer notre compréhension du décours des
perturbations interneuronales dans l'aire CA2 de I'hippocampe, qui accompagnent le
développement des troubles de la mémoire sociale dans ce modéle murin.

Ainsi, nos données indiquent que les souris Tg2576 présentent a 'age de 3 mois une
tendance a la diminution du nombre d’interneurones PV entourés de PNN dans l'aire
CAZ2 de I'hippocampe, associée a une forte diminution des PNN diffus dans la couche
pyramidale de CA2. Cela suggére la présence d’une perturbation précoce de la
plasticité PV-dépendante dans notre modele. En accord avec ces observations, les
souris Tg2576 de 3 mois présentent également une hyperexcitabilité et une
hypersynchronie neuronale se traduisant par la présence de pointes interictales,
causées par une diminution du tonus inhibiteur (Bezzina et al., 2015). Concernant les
capacités cognitives, les souris Tg2576 montrent a cet age une hyperactivité
locomotrice associée a des troubles de mémoire de travail et de mémoire spatiale
(King et al., 1999). Nos résultats indiquent que les souris Tg2576 de 3 mois présentent
également un ralentissement de la formation de la mémoire sociale par rapport aux
souris NTg du méme age. Ces résultats révelent que, dés le stade précoce de la
pathologie, les souris Tg2576 montrent une modification de la transmission inhibitrice
dans l'aire CA2, associée a une perturbation de la mémoire sociale. Une étude plus
approfondie des modifications de la plasticité dans l'aire CA2 des souris Tg2576
pourrait ainsi permettre de mieux comprendre la relation entre la diminution de PNN
dans l'aire CA2 et les troubles de la mise en place de la mémoire sociale.

De facon intéressante, notre étude réalisée sur des souris juvéniles montre que ces
individus pré-adolescents présentent le méme schéma d’expression en PNN autour
des interneurones PV dans I'aire CA2 que ce que nous observons chez les souris
Tg2576 (Dominguez et al., 2019). Dans cette méme étude, nous avons démontré que
le niveau faible en PNN dans I'aire CA2 est associé a une absence de plasticité PV-
dépendante et a une incapacité a former une mémoire sociale. Par ailleurs,
'émergence de la capacité a induire une iLTD dans l'aire CA2 des souris post-

adolescentes implique I'activation de la voie NRG1/ErbB4. En effet, dans notre étude
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les souris dont les DOR dont invalidés dans l'aire CA2, présentent un ralentissement
de l'apprentissage social, rappelant ce qui est observé chez les souris Tg2576. Les
DOR étant exprimés préférentiellement par les neurones PV, ces résultats confortent
'idée selon laquelle 'absence ou le ralentissement de l'apprentissage social est
associé a l'altération des interneurones PV de l'aire CA2 (Dominguez et al., 2019). I
est donc possible que les DOR des interneurones PV soient absents ou
dysfonctionnels chez les souris Tg2576 dés I'age de 3 mois.

Ainsi, il serait intéressant de déterminer si la iLTD peut étre induite chez les souris
Tg2576 de 3 mois et si les mécanismes d’induction de la plasticité synaptique dans
'aire CA2 sont modifiés précocement dans ce modéle de la MA. D’autre part, ces
résultats indiquent que lors du stade précoce de la pathologie, la faible concentration
en A intracérébral soluble coincide avec la présence d’'un phénotype immature, c’est-
a-dire similaire a ce qui est observé dans les premiéres semaines post-natales, des
neurones PV de l'aire CA2. Ainsi, la plasticité des interneurones PV de l'aire CA2
semble modifiée dés le stade précoce de la pathologie, causant probablement

l'installation progressive des troubles de la mémoire sociale.

Avec l'age, et donc l'avancement de la pathologie, on observe une importante
réduction du nombre d’interneurones PV détectables, mais aussi une disparition des
PNN autour de ces neurones dans l'aire CA2 des souris Tg2576. Ces modifications
anatomiques sont importantes des 'age de 6 mois, et restent stables a 9 et 13 mois,
malgré le fait que la pathologie continue de s’aggraver. Nous observons aussi une
altération de la reconnaissance sociale chez les souris Tg2576 de 6 mois, suggérant
ainsi que l'aggravation de I'état des interneurones PV et de leur PNN provoque des
altérations cognitives plus prononcées que ce que nous avons observé a I'age de 3
mois, notamment des troubles de la cognition sociale.

Au-dela de la diminution de PNN et du nombre d’interneurones PV détectables, nous
avons observé une réduction de I'expression en parvalbumine dans les cellules PV+
dans l'aire CA2 des souris Tg2576 de 9 mois, suggérant une hypoactivité de cette
population neuronale dans le contexte de la MA. Ceci est en accord avec le fait que
'absence de PNN autour des interneurones PV favorise I'apparition de synapses
inhibitrices sur ces neurones, provoquant ainsi leurs inhibitions toniques et la
diminution de I'expression PV (Donato et al., 2013). De plus, I'absence de PNN

provoque une modification de I'excitabilité et de la résistance membranaire des
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interneurones PV, causant une diminution de la libération de GABA, limitant ainsi leurs
fonctions inhibitrices exercées dans le circuit hippocampique (Shi et al., 2019). Nos
enregistrements électrophysiologiques de tranches d’hippocampe de souris Tg2576
démontrent les mémes phénomenes dans l'altération de la transmission inhibitrice. En
effet, 'aire CA2 des souris Tg2576 présente une diminution de la libération du GABA.
Cette perturbation des interneurones PV est associée a une modification de la
plasticité notamment dans la capacité a induire une iLTD ou une LTP dans l'aire CA2.
Ces résultats révélent donc une régulation inhibitrice réduite qui pourrait étre la cause
de la plasticité synaptique limitée mais aussi de I'hyperexcitabilité hippocampique
observée chez ces souris modéles de la MA.

Il est désormais bien démontré que le bon fonctionnement des neurones PV est
nécessaire a l'organisation de l'activité cérébrale, et notamment a la génération
d’oscillations théta et gamma (Verret et al., 2012, Amilhon et al., 2015, Sohal et al.,
2009). Or les souris Tg2576 présentent une augmentation de la puissance des
oscillations théta et gamma sur leur EEG, en absence de toutes tadches cognitives
(Bezzina, 2015). Par ailleurs, nous avons observé que la dégradation des PNN dans
l'aire CA2 de souris sauvages induit une augmentation de la puissance de théta,
similaire a ce que nous avons observé chez les souris Tg2576, suggérant que la
présence de PNN est nécessaire a la régulation de l'activité oscillatoire dans
I'hippocampe. Mises ensemble, ces données soutiennent le lien entre la réduction des
interneurones PV et de leur PNN, et I'activité cérébrale altérée chez les souris Tg2576.
De plus, cette perturbation de I'activité neuronale semble étre un facteur déterminant

dans les troubles de mémoire sociale, observées chez les souris Tg2576.

De facon intéressante, nous avons observé chez les souris NTg une diminution du
nombre d’interneurones PV et de leur PNN a 'age de 13 mois. Cependant, aucune
altération cognitive n’est observée chez ces souris, contrairement aux souris Tg2576
du méme age (Verret et al., 2013). Ces résultats suggérent que les souris Tg2576
présentent un vieillissement “accéléré” des interneurones PV de I'aire CA2 qui ne
dépend pas des mémes mécanismes que chez les souris NTg. En effet, laugmentation
croissante de la concentration AB et I'apparition de plaques amyloides chez les souris
Tg2576 provoquent la mise en place de meécanismes compensatoires comme
I'hyperexcitabilité hippocampique. La présence de I'amyloidopathie chez les souris

Tg2576 provoque des altérations de la plasticité synaptique sur les interneurones PV
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par des mécanismes encore mal connu. De nombreuses études ont essayé de limiter
les effets déléteres de I’AB en utilisant des molécules permettant de limiter I'activation
de la voie amyloidogéne (Rey et al., 2020 ; Annexe 3). Cependant, les premiers essais
cliniques réalisés avec ces molécules visant a réduire ApB dans le cerveau des patients
MA montrent un bénéfice trés limité sur leurs fonctions cognitives. Ce manque
d’efficacité pourrait notamment étre causé par la prise en charge trop tardive des
patients. En effet, il est possible que I'utilisation de médicaments visant a réduire la
charge amyloide soit plus efficace au stade précoce. En ce sens, I'utilisation de modéle
transgénique progressif de la pathologie, telles que les souris Tg2576, permettrait

d’évaluer un bénéfice de ces stratégies des les formes précoces.

Modification des composants des PNN chez les souris Tg2576.

Lors de cette étude, nous avons observé une forte diminution des PNN autour des
interneurones PV et une réduction de I'expression en PNN au sein de I'aire CA2 des
souris Tg2576. Dans notre étude, nous avons utilisé la WFA afin de visualiser les PNN,
et ainsi déterminer leur présence et leur niveau d’expression dans I'aire CA2. La WFA
est une protéine reconnaissant les résidus N-acetyl-D-galactosamines sur les
aggrecans qui composent les PNN (Yamada et Jinno, 2017). Afin de mieux
comprendre les interactions entre les différents composants des PNN au cours du
développement de la pathologie, d’autres marqueurs de PNN peuvent étre utilisés
comme brevican, neurocan, versican et aggrecan, ainsi que les protéines de liaisons
comme Tn-R. De fagon intéressante, nous avons effectué des expériences
préliminaires révélant que les souris Tg2576 de 9 mois présentent le méme niveau
d’expression d’aggrecan dans I'aire CA2 que les souris NTg du méme age (données
non-montrées). La réduction des interneurones PV détectables dans l'aire CA2 et la
modification de la plasticité chez les souris Tg2576 ne sont donc pas a priori liées a
une perturbation d’aggrecan mais pourraient étre dues a la disparition d’autres
composants des PNN. D’autre part, nous avons constaté que la dégradation des PNN
dans I'aire CA2 par la ChABC ne provoque pas non plus de modification du marquage
aggrecan. Ces résultats suggeérent que I'utilisation de la ChABC est un bon outil pour
simuler la perte des PNN observée chez les souris Tg2576. Par conséquent, mieux
caractériser la composition des PNN chez les souris Tg2576 tout au long de la

pathologie, permettrait de déterminer quelles sont les causes de la perte de PNN

140



autour des interneurones PV au sein de l'aire CA2. Nous pourrons ainsi
potentiellement intervenir sur leur mécanisme de production et favoriser la formation
des PNN chez les souris Tg2576.

Cependant, il est aussi possible que les constituants moléculaires des PNN soient
présents dans le contexte de la MA, mais que leur organisation en maillage, sous-
tendant leur fonction, et reconnu par la WFA, soit absente. Dans ce cadre, I'utilisation
de [limagerie a super résolution STORM (Stochastic Optical Reconstruction
Microscopy) permettrait d’observer I'arrangement structural des PNN. En effet, la
densité du maillage qui forme le PNN conféere des propriétés synaptiques différentes
au neurone qui I'entoure (Sigal et al., 2019). Dans le cortex visuel, un maillage plus
large et moins dense de PNN avec une intensité faible est observé sur les
interneurones immatures de souris agées de 30 jours. Cette configuration est associée
a un nombre important de synapses excitatrices (Vglut2) et un faible nombre en
synapses inhibitrices (Syt2) sur les neurones PV. Au contraire, les PNN matures de
souris agées de 90 jours montrent un maillage plus dense et serré avec une forte
densité en synapses inhibitrices sur les neurones PV (Sigal et al., 2019). Cependant,
des études sur 'hippocampe montrent que I'absence de PNN autour des neurones PV
est associée a une diminution du nombre de synapses excitatrices (Vglut1+ ou
Basson+), suggérant que les interneurones PV regoivent alors moins d’afférences
excitatrices (Favuzzi et al., 2017 ; Donato et al., 2013). Bien que contradictoires, ces
travaux indiquent que la structure des PNN dépend de leur degré de maturation, ce
qui sous-tend par ailleurs, la nature et le nombre des entrées synaptiques sur les
neurones PV, et donc du niveau d’activité de ceux-ci. Dans ce contexte, I'analyse de
la structure des PNN par limagerie a super résolution en condition pathologique
permettrait de déterminer la nature des modifications des entrées synaptiques sur les

interneurones PV des souris Tg2576

Effet de la NRG1 sur larégulation des interneurones PV en condition
pathologique.

Nos résultats montrent que l'injection de NRG1 dans I'aire CA2 des souris Tg2576
favorise la formation de PNN autour des neurones PV. Les interneurones PV montrent
alors un phénotype « mature », associé a une restauration des capacités de formation

de la mémoire sociale chez ces souiris.
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Plusieurs études révelent le réle de la voie NRG1-ErbB4 dans la régulation des
mécanismes cellulaires sous-tendant la formation des fonctions cognitives dans la
maladie d’Alzheimer. En effet, I'injection intra-cérébro-ventriculaire de NRG1 pendant
1 mois permet d’augmenter le nombre d’épines dendritiques et de densités post-
synaptiques sur les neurones pyramidaux de I'aire CA1 de souris Tg2576 agées de 13
mois (Ryu et al.,, 2016). Dans cette méme étude, I'augmentation des contacts
synaptiques sur les neurones excitateurs est associée a une restauration des
performances de mémoire spatiale mesurée dans le test de piscine de Morris. Ainsi,
associés a cette étude, nos résultats semblent montrer que NRG1 modifie la
transmission synaptique dans I'hippocampe de souris Tg2576, améliorant leurs
fonctions cognitives. Des études plus approfondies devront étre effectuées pour
déterminer ce que provoque linjection de NRG1 dans l'aire CA2 au niveau des
interneurones PV ; par exemple, la mesure du nombre de synapses inhibitrices et
excitatrices sur les interneurones PV permettrait de mieux comprendre les
modifications induites par I'activation de la voie NRG1/ErbB4, et dans quelle mesure
la présence de PNN est nécessaire a I'observation de cet effet.

Au niveau cellulaire, l'application de NRG1 augmente la présence d’APP
transmembranaire et la sécrétion du sAPPa dans le milieu extracellulaire, suggérant
que NRG1 stimule la voie non-amyloidogéne (Kim et al., 2018). Par ailleurs,
I'application préalable de NRG1 sur des tranches d’hippocampe incubées avec le
peptide AB, permet de préserver la capacité d’induction de la LTP, normalement
altérée par la présence du peptide A (Min etal., 2011 ; Woo et al., 2012). La présence
de NRG1 permet également de diminuer les réactions cytotoxiques et la mort
neuronale dans des cultures neuronales incubées avec APP (Ryu et al., 2012 ; Woo
et al., 2012). Par conséquent, NRG1 semble diminuer les effets déléteres du peptide
A sur le fonctionnement des neurones ; il est donc possible que, dans notre étude, la
présence de NRG1 protége les neurones PV de la présence néfaste d’ApB, induisant
par ce biais une amélioration de leur fonction. Cependant, on ignore a ce jour si la
perturbation du fonctionnement des neurones PV dans le cadre de la MA est une
conséquence directe de la présence d’AR.

En contradiction avec le potentiel réle bénéfique de NRG1 dans la pathologie
amyloide, I'expression de son récepteur ErbB4 est plus importante chez les patients
et certains modéles de la MA (Woo et al., 2011). De plus, la délétion d’ErbB4 sur les
interneurones PV des souris hAPPJ20 permet d’atténuer les déficits de plasticité
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synaptique, notamment de I'induction de LTP, et augmente les performances dans un
test de mémoire spatiale (Zhang et al., 2017). De plus, I'utilisation d’un antagoniste
ErbB sur des tranches d’hippocampe de souris Tg2576 agées de 6-7 mois permet de
restaurer partiellement la LTP dans I'aire CA1 (Huh et al., 2016). Par ailleurs, il a été
observé une présence importante NRG1 et ErbB4 autour des dépéts amyloides de
souris APP/PS1 et chez les patients MA (Chaudhury et al., 2003). De plus, une
interaction directe entre ErbB4 et le peptide AR a été mise en évidence par co-
immunoprécipitation, suggérant que I'accumulation du peptide AR en condition
pathologique perturbe la signalisation NRG1-ErbB4 (Zhang et al., 2017).

Ainsi, bien que la nature de la dérégulation de la voie NRG1-ErbB4 induite par la MA
reste mal comprise, cette voie de signalisation semble fortement impliquée dans
'expression des déficits de plasticité synaptique et de mémoire associés a la
pathologie. Par conséquent, mesurer le niveau d’AB soluble et sous forme
d’oligoméres par western blot chez les souris Tg2576 injectées ou non avec NRG1
permettrait de déterminer les conséquences de la présence de NRG1 sur

'amyloidopathie.

Par ailleurs, il est encore difficile de comprendre le role de NRG1 sur la mise en place
de la plasticité dans l'aire CA2 des souris Tg2576. Des enregistrements
électrophysiologiques seraient nécessaires afin de déterminer les effets de
I'amélioration des interneurones PV et de leurs PNN sur la plasticité de I'aire CA2. En
effet, nous avons constaté que I'injection de NRG1 provoque une augmentation de la
concentration en parvalbumine et la formation des PNN sur les interneurones PV,
suggérant que NRG1 augmente la plasticité synaptique sur ces interneurones. De
plus, comme vu précédemment, linfusion de NRG1 pendant 1 mois provoque
I'apparition d’épines dendritiques sur les neurones excitateurs, ce qui pourrait induire
une augmentation de l'activité de ces neurones, qui pourraient a leur tour stimuler les
interneurones PV (Ryu et al., 2016). En accord avec cette idée, I'application de NRG1
sur les tranches d’hippocampe induit 'augmentation de I'amplitude des courants post-
synaptiques inhibiteurs (IPSC) sur les neurones pyramidaux de I'aire CA1, suggérant
une augmentation de l'activité des interneurones inhibiteurs (Chen et al., 2010). Par
conséquent, linjection de NRG1 permettrait de restaurer directement et/ou
indirectement la libération de GABA par les interneurones PV des souris Tg2576,

favorisant l'instauration de plasticité hippocampique.
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Par ailleurs, nous avons démontré que la plasticité PV-dépendante de I'aire CA2
nécessaire a I'établissement de la mémoire sociale dépend de la présence des PNN
et de I'activation de la voie NRG1-ErbB4 (Dominguez et al., 2019). Ceci suggere que,
chez les souris Tg2576, la réapparition des PNN autour des interneurones PV suite a
I'injection de NRG1 s’accompagne de la restauration de la capacité a induire la iLTD
dans l'aire CA2. Il serait donc intéressant de déterminer chez les souris Tg2576 si
l'iLTD de l'aire CA2 est rétablie 5 jours apres linjection de NRG1, c’est-a-dire au
moment ou nous observons 'augmentation de PNN et 'amélioration de la mémoire

sociale.

D’autre part, nous ne connaissons pas les effets a long terme de I'injection de NRG1
sur les propriétés des neurones PV ou du comportement des souris Tg2576. En effet,
la restauration de la mémoire sociale et 'amélioration de la plasticité pourraient n’étre
que temporaire, et des injections répétées de NRG1 seraient alors nécessaires pour
pallier aux altérations causées par la MA. Il serait donc important de déterminer la

durée des effets bénéfiques de la NRG1 en condition pathologique.
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Figure 76 : Représentation synthétique des mécanismes de régulation des interneurones PV et de leur PNN

dans I’aire CA2 chez des souris saines et modeéles de la MA.
Gauche : Chez les souris NTg et adultes, on observe des interneurones PV matures entourés de

PNN (neurones bleu foncé)dans I'aire CA2.La présence de PNN est associée a la capacité a
induire la iLTD dans I'aire CA2 et a former une mémoire sociale.

Haut : La dégradation des PNN dans I'aire CA2 par la ChABC (fleches oranges) provoque une
dématuration des interneurones PV observable par une diminution de [/’expression en
parvalbumine dans leur soma (neurones bleu clair), et empéche I'induction de la iLTD et la
formation de la mémoire sociale.

Bas : En condition pathologique (fleche rouge), I'accumulation d’AB induirait une dématuration
des interneurones PV observable par une disparition des PNN et une diminution de I’'expression
somatique en parvalbumine.

Droite : L’altération des interneurones PV par la présence d’A8 provoque une perturbation de la
iLTD dans l'aire CA2 et un déficit de mémoire sociale chez les souris Tg2576.

Centre : L’injection de NRG1 dans I'aire CA2 (fleche bleu) augmente I’expression en parvalbumine
dans les interneurones PV et induit la formation des PNN. L’amélioration des interneurones PV
chez les souris Tg2576 est alors associée a une restauration de la mémoire sociale. De plus, la
réapparition des PNN autour des interneurones PV suite a l’injection de NRG1 pourrait
s’accompagner de la restauration de la capacité a induire la iLTD dans I'aire CA2 des souris
Tg2576.

Modification de la présence des interneurones PV et de leur PNN
chez les souris Tg2576 en fonction d’un apprentissage.

Les travaux récents de notre équipe auxquels j'ai pu participer (Cattaud et al., 2018)
montrent qu’exposer des souris (Tg2576 ou NTg) a un environnement enrichi ne
provoque pas les mémes effets en fonction du génotype. En effet, les souris Tg2576
présentent une augmentation du nombre d’interneurones PV et de leur PNN aprés un
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séjour dans un environnement enrichi (Cattaud et al., 2018). A Tlinverse,
I'environnement enrichi provoque chez les souris NTg une diminution des neurones
PV détectables et de leur PNN par rapport a des souris élevées en condition standard,
comme décrit dans des travaux précédents (Favuzzi et al., 2017 ; Donato et al., 2013).
Ces résultats révelent que les interneurones PV et leur PNN réagissent difféeremment
en fonction de l'apprentissage et en fonction de la condition, pathologique ou non.
Chez les souris NTg, la diminution du nombre d’interneurones PV et de leur PNN serait
due aux stimulations non spécifiques de I'environnement enrichi. La réouverture de la
période critique rendrait les interneurones PV plus facilement recrutables, ce qui
faciliterait 'encodage des informations, hypothése soutenue par des travaux récents
(Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017).

Chez les souris Tg2576, nos données démontrent que I'exposition a I'environnement
enrichi induit une augmentation du nombre d’interneurones PV détectables et de leur
PNN. Cela suggére que la transition entre un milieu appauvri (cage standard) et un
milieu enrichi en stimulations (sociales, cognitives, motrices, sensorielles...) est
propice a I'activation des interneurones PV et a la formation de leur PNN (Cattaud et
al.,, 2018). De la méme maniere, dans l'aire CA2, la stimulation sociale induit
I'apparition des PNN autour des interneurones PV. En effet, nos résultats préliminaires
suggeérent que l'interaction avec un nouvel individu ou la présentation d’'un congénére
augmentent le nombre d’interneurones PV entourés de PNN dans I'aire CA2 des souris
Tg2576 et NTg. Ces résultats vont dans I'idée que l'interaction sociale peut étre en
mesure de provoquer une augmentation de la plasticité synaptique en favorisant
I'activité des interneurones PV. D’autres études montrent le méme phénoméne dans
I'aire CA1 et CA3 aprés un conditionnement de peur. En effet, des souris soumises a
un conditionnement de peur présentent une augmentation de la proportion des
neurones « high-PV », associée a une augmentation de la présence de PNN autour
d’eux (Donato et al., 2013 ; Sigal et al., 2019). Il est possible que les interneurones PV
dans l'aire CA2 soient plus sensibles a une stimulation sociale ; la compréhension de

ce meécanisme pourrait étre clé a la compréhension de la mémoire sociale.

Origine des PNN autour des interneurones PV et du marquage
diffus dans I'aire CA2.

La forte densité en interneurones PV dans I'aire CA2 est associée a une forte présence

en PNN. Cependant, 'aire CA2 présente dans la couche pyramidale une présence
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diffuse de PNN qui est sujette a controverse. En effet, certaines études montrent que
les PNN dans l'aire CA2 sont localisés autour des neurones pyramidaux (Carstens et
al., 2016). Notre étude semble au contraire indiquer que ces marquages sont localisés
sur la partie terminale des axones des interneurones PV contactant les neurones
pyramidaux de l'aire CA2 (Dominguez et al., 2019). Une fagon de déterminer si ces
PNN sont associés aux neurones excitateurs ou inhibiteurs de CA2 serait d’identifier
quels neurones produisent les molécules qui forment les PNN. Or, il apparait que les
composants des PNN sont a l'origine produits par les interneurones PV et les cellules
astrocytaires (Giamanco et Matthews, 2012; Favuzzi et al., 2017). Plus
spécifiquement, il est probable que les PNN périsomatiques des interneurones PV sont
issus de composants produits par les neurones PV eux-mémes, alors que le marquage
diffus observé dans l'aire CA2 pourrait provenir de composants produits par les
astrocytes (Favuzzi et al., 2017). Dans notre étude, nous avons fait 'observation que
I'injection de NRG1 provoque une réapparition de PNN autour des interneurones PV.
En revanche, le marquage diffus reste faible voire absent chez les souris Tg2576,
malgré linjection de NRG1. Ainsi, ces deux formes de PNN seraient issues de
mécanismes fonctionnels différents. Il est possible que NRG1 provoque la présence
de PNN en provoquant I'activation des interneurones PV via l'interaction avec son
récepteur ErbB4 (Bean et al., 2014 ; Fazzari et al., 2010) ; en revanche, NRG1 n’a pas
d’'impact sur la formation des PNN diffus, issus de régulation par les astrocytes. D’autre
part, nos résultats préliminaires indiquent que la stimulation sociale provoque les
mémes effets que NRG1 sur les PNN. En effet, 'aire CA2 des souris Tg2576
présentent un plus grand nombre d’interneurones PV entourés de PNN aprés une
stimulation sociale, alors que I'expression du marquage diffus n’est pas modifiée. En
revanche, le passage des souris Tg2576 dans un environnement enrichi restaure les
PNN périsomatiques, et augmente aussi significativement le marquage diffus de PNN
par rapport aux conditions standards ; cependant, malgré cette augmentation, la
présence de PNN diffus reste bien moins importante que ce qui est observé chez les
souris NTg (Cattaud et al., 2018). |l est possible que la formation des PNN autour des
somas des interneurones PV soit un événement précoce, pouvant apparaitre
directement aprés une stimulation sociale. En revanche, la mise en place des PNN
diffus serait plus lente et sa formation demanderait des stimulations plus soutenues a
long terme. Il semble donc que I'expression des PNN dans I'aire CA2 varie en fonction

de la tache cognitive et recrutant possiblement des populations cellulaires différentes.
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En conclusion ces travaux de thése démontrent le réle majeur des PNN et des
interneurones PV de I'aire CA2 dans la formation de la mémoire sociale. D’autre part,
'étude des mécanismes responsables de la perturbation des interneurones PV
permettrait d’intervenir méme a des stades avancés de la pathologie. En effet, de
nombreuses études montrent que palier au déficit d’activation des interneurones PV
par 'amélioration de leur capacité de régulation (Verret et al., 2012) ou en favorisant
leur stimulation (laccarino et al., 2016 ; Cattaud et al., 2018) permettrait de restaurer
les fonctions cognitives dans la MA. Il est donc nécessaire de continuer a étudier les
mecanismes sous-tendant I'altération des PNN dans la MA afin de développer des

stratégies pour limiter leur disparition.
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Recent findings show that parvalbumin (PV) interneuron function is impaired in Alzheimer’s disease
(AD), and that this impairment in PV function can be linked to network dysfunction and memory deficits.
PV cells are often associated with a specific extracellular matrix, the perineuronal net (PNN). PNNs are
believed to protect PV cell integrity, and whether the amyloidopathy affects PNNs remains unclear. Here,
we evaluated the number of PV cells with and without PNNs in the hippocampus of the Tg2576 mouse
model of AD at different stages of the disease. We show a deficit of PV+ and/or PV+/PNN+ cells in the
areas CA1, CA2, and CA3 in Tg2576 as young as 3 months of age. Importantly, transient exposure to an
enriched environment, which has proven long-lasting beneficial effects on memory in AD subjects,
rescues the PV/PNN cell number deficits. We conclude that cognitive improvements induced by enriched
environment in AD mouse models could be supported by a remodeling of hippocampal PV cell network
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1. Introduction

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Methods
2.1. Mouse model

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

2.2. Enriched environment

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

2.3. Tissue preparation and immunohistochemistry

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

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

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

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

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

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

2.5. Quantification of WFA intensity in the CA2 area

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

2.6. Ethics statement

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

2.7. Statistics

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

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

3. Results

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

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

3.1.1. Area CA1

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

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

3.1.2. Area CA2

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

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

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

3.1.3. Area CA3

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

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

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

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

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

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

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



154 V. Cattaud et al. / Neurobiology of Aging 72 (2018) 147—158

Fig. 4. Transient enriched housing abolishes the differences in the numbers of
parvalbumin-positive cells with perineuronal nets (PV+/PNN+) and total PV+ cells
between 6-month-old NTg and Tg2576 mice. Nine NTg and 9 Tg2576 mice were
exposed to EE for 10 weeks starting at 3 months of age. For each mouse exposed to EE,
we expressed the number of PV+/PNN+ cells (A) and the total number of PV+ cells (B)
as a percentage of the mean observed in mice of the same genotype and age raised in
SH. After a transient stay in EE, the numbers of PV+/PNN+- cells (C—E) and of total PV+
cells (F-H) globally decrease in NTg mice, whereas they increase in Tg2576 mice. This
effect was homogeneous among all structures studied. Consequently, the difference

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

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

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

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

4. Discussion

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

4.1. Early PV/PNN deficit in Tg2576 mice

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

&

observed between NTg and Tg2576 mice raised in SH (illustrated in Figs. 1-3) becomes
undetectable, except for PV+/PNN+ in CA1 (C). Bar graphs represent the mean and
error bars the SEM. Open circles show individual data. ###: p < 0.001 for one-sample
t-tests against 100% when pooling all areas. < : p < 0.05 for two-sample t-test between
genotypes. No symbol means p > 0.05. Abbreviations: PV, parvalbumin; PNN, peri-
neuronal net; NTg, nontransgenic; WFA, Wisteria floribunda agglutinin; EE, enriched
environment; SH, standard housing.
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et al., 2009; Yamada et al., 2015). By counting all the detectable PV
cells (with and without PNN) in the hippocampus of Tg2576 mice,
we also reveal a decrease of PV cell number at the age of 6 months
in areas CA2 and CA3, and even earlier in the area CA1. A similar
reduction of PV+ cell number was already described in areas CA1-
CA2 of very young TgCRNDS8 mice (Mahar et al., 2016), and even in
6-month-old Tg2576 mice when pooling all the hippocampal CAs
(Huh et al., 2016). Furthermore, we noted that the diminution of
PNNs around PV cells occurs before the decrease of total PV+ cells
in Tg2576 mice. This observation is in accordance with the notion
that the PNN protects PV cells against oxidative stress (Cabungcal
et al., 2013; Suttkus et al., 2012). As such, our findings suggest
that a decreased presence of PNNs around PV cells can trigger the
loss of these interneurons. Alternatively, it is known that the
absence of PNNs around PV cells leads to decreased excitatory in-
puts onto them, resulting in lower neuronal activity associated with
reduced PV protein content (Donato et al., 2013; Favuzzi et al., 2017,
Yamada et al., 2015). Therefore, our work, as corroborated by other
studies using the TgCRND8 mouse model of AD (Albuquerque et al.,
2015; Krantic et al., 2012; Mahar et al., 2016), suggests that hip-
pocampal PV interneurons are still present in the hippocampus of
young and adult Tg2576 mice, but that their PV protein content is
not high enough for immunohistochemical detection. Our data
obtained after EE support this idea given that transient EE starting
at the age of 3 months, when Tg2576 mice already present low
levels of PV cells in their hippocampus, results by an increase by
about 20% of detectable PV+ interneurons 2 weeks after the end of
EE period compared to standard housing condition. This suggests
that, in AD condition, EE can provoke higher activity of otherwise
understimulated PV cells, perhaps through an increased number of
excitatory inputs onto them, favored by PNN restoration (Donato
et al., 2013; Favuzzi et al., 2017). However, importantly, it is
impossible to determine whether or not PV cells are still present in
the hippocampus of Tg2576 animals, particularly in the oldest
group of mice, only by using immunohistochemistry directed
against PV protein. Further studies would be necessary to address
this critical question, for instance by using a phenotypic marker for
PV cells that is less linked to synaptic activity of these neurons, such
as GADG65 (Chattopadhyaya et al., 2007).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

5. Conclusion

Altogether, our work indicates that lack of PNN-enwrapped PV
cells could play a critical role in the establishment of dysfunctional
hippocampal network and memory deficits of AD mouse models.
This eventually supports the critical role of hippocampal PV cell
dysfunction in AD pathology (Verret et al., 2012) and underpins the
significance of PNNs in memory and cognition (Tsien, 2013).
Importantly, albeit the pathology, placing the animals in an EE re-
stores PV cell network by triggering experience-dependent PNN
formation around PV cells. This indicates that strategies aiming at
enhancing PV cell function through their PNNs may be alternative
therapeutic targets in AD.

Disclosure statement
The authors have no actual or potential conflicts of interest.
Acknowledgements

The authors thank Dina N. Arvanitis for critically reading the
article, and H. Halley and S. Pech for animal care and technical help.
Mice were housed in the ABC Facility of ANEXPLO, Toulouse. This
work was supported by the Centre National de la Recherche Sci-
entifique, the University of Toulouse, and by grants from the Fon-
dation Fyssen; the Association France Alzheimer and the Institut
Universitaire de France. VC was supported by a fellowship from the
Fondation Vaincre Alzheimer [grant number 15033, 2015], and CB
was supported by the Agence Régionale de Santé. These sponsors



V. Cattaud et al. / Neurobiology of Aging 72 (2018) 147—158 157

had no involvements in study design, in collection, analysis and
interpretation of data, in the writing of the report, or in the decision
to submit the article for publication.

References

Albuquerque, M.S., Mahar, I, Davoli, M.A., Chabot, J.G., Mechawar, N., Quirion, R.,
Krantic, S., 2015. Regional and sub-regional differences in hippocampal
GABAergic neuronal vulnerability in the TeCRND8 mouse model of Alzheimer’s
disease. Front. Aging Neurosci. 7, 30.

Backstrom, J.R., Lim, G.P,, Cullen, M.J., Tokes, Z.A., 1996. Matrix metalloproteinase-9
(MMP-9) is synthesized in neurons of the human hippocampus and is capable
of degrading the amyloid-beta peptide (1-40). ]. Neurosci. 16, 7910—7919.

Baig, S., Wilcock, G.K., Love, S., 2005. Loss of perineuronal net N-acetylgalactos-
amine in Alzheimer’s disease. Acta Neuropathol. 110, 393—401.

Bartoletti, A., Medini, P, Berardi, N., Maffei, L., 2004. Environmental enrichment
prevents effects of dark-rearing in the rat visual cortex. Nat. Neurosci. 7,
215-216.

Bezzina, C., Verret, L., Halley, H., Dahan, L, Rampon, C, 2015a. Environmental
enrichment does not influence hypersynchronous network activity in the
Tg2576 mouse model of Alzheimer’s disease. Front. Aging Neurosci. 7, 178.

Bezzina, C., Verret, L., Juan, C., Remaud, ]., Halley, H., Rampon, C., Dahan, L., 2015b.
Early onset of hypersynchronous network activity and expression of a marker of
chronic seizures in the Tg2576 mouse model of Alzheimer’s disease. PLoS One
10, e0119910.

Bontempi, B., Laurent-Demir, C., Destrade, C., Jaffard, R., 1999. Time-dependent
reorganization of brain circuitry underlying long-term memory storage. Nature
400, 671-675.

Botcher, N.A., Falck, J.E., Thomson, A.M., Mercer, A., 2014. Distribution of in-
terneurons in the CA2 region of the rat hippocampus. Front. Neuroanat. 8, 104.

Cabungcal, J.H., Steullet, P., Morishita, H., Kraftsik, R., Cuenod, M., Hensch, TK.,
Do, K.Q.,, 2013. Perineuronal nets protect fast-spiking interneurons against
oxidative stress. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110, 9130—9135.

Carstens, K.E., Phillips, M.L,, Pozzo-Miller, L., Weinberg, RJ., Dudek, S.M., 2016.
Perineuronal nets suppress plasticity of excitatory synapses on CA2 pyramidal
neurons. J. Neurosci. 36, 6312—6320.

Celio, M.R., 1993. Perineuronal nets of extracellular matrix around parvalbumin-
containing neurons of the hippocampus. Hippocampus 55—60, 3 Spec No.
Chapman, P.F, White, G.L, Jones, M.W., Cooper-Blacketer, D., Marshall, VJ.,
Irizarry, M., Younkin, L., Good, M.A, Bliss, T.V., Hyman, B.T,, Younkin, S.G.,
Hsiao, K.K., 1999. Impaired synaptic plasticity and learning in aged amyloid

precursor protein transgenic mice. Nat. Neurosci. 2, 271-276.

Chattopadhyaya, B., Di Cristo, G., Wu, C.Z., Knott, G., Kuhlman, S., Fu, Y., Palmiter, R.D.,
Huang, ZJ., 2007. GAD67-mediated GABA synthesis and signaling regulate
inhibitory synaptic innervation in the visual cortex. Neuron 54, 889—903.

Chevaleyre, V., Piskorowski, R., 2014. Modulating excitation through plasticity at
inhibitory synapses. Front. Cell. Neurosci. 8, 93.

Chevaleyre, V., Piskorowski, R.A., 2016. Hippocampal area CA2: an overlooked but
promising therapeutic target. Trends Mol. Med. 22, 645—655.

Costa, D.A., Cracchiolo, J.R, Bachstetter, A.D., Hughes, T.F, Bales, KR, Paul, S.M.,
Mervis, R.E, Arendash, G.W., Potter, H., 2007. Enrichment improves cognition in AD
mice by amyloid-related and unrelated mechanisms. Neurobiol. Aging 28, 831—-844.

Deacon, R.M., Cholerton, LL. Talbot, K, Nair-Roberts, R.G., Sanderson, DJ.,
Romberg, C., Koros, E., Bornemann, K.D., Rawlins, ]J.N., 2008. Age-dependent
and -independent behavioral deficits in Tg2576 mice. Behavioural brain
research 189, 126—138.

Donato, F, Rompani, S.B., Caroni, P, 2013. Parvalbumin-expressing basket-cell
network plasticity induced by experience regulates adult learning. Nature
504, 272—-276.

Dubey, D., McRae, PA. Rankin-Gee, E.K. Baranov, E., Wandrey, L., Rogers, S.,
Porter, B.E., 2017. Increased metalloproteinase activity in the hippocampus
following status epilepticus. Epilepsy Res. 132, 50—58.

Dudek, S.M., Alexander, G.M., Farris, S., 2016. Rediscovering area CA2: unique
properties and functions. Nat. Rev. Neurosci. 17, 89—102.

Dzwonek, J., Rylski, M., Kaczmarek, L., 2004. Matrix metalloproteinases and their
endogenous inhibitors in neuronal physiology of the adult brain. FEBS Lett. 567,
129-135.

Favuzzi, E., Marques-Smith, A., Deogracias, R., Winterflood, C.M., Sanchez-
Aguilera, A., Mantoan, L., Maeso, P., Fernandes, C., Ewers, H., Rico, B., 2017. Ac-
tivity-dependent gating of parvalbumin interneuron function by the peri-
neuronal net protein brevican. Neuron 95, 639—655.e10.

Gogolla, N., Caroni, P, Luthi, A, Herry, C., 2009. Perineuronal nets protect fear
memories from erasure. Science 325, 1258—1261.

Golgi, C., 1893. Intorno all’'origine del quarto nervo cerebrale e una questione isto-
fisiologica che a questo argomento si collega. Rendiconti della Reale Accade-
mia dei Lincei 21, 443—450.

Gould, E., Tanapat, P., Hastings, N.B., Shors, TJ., 1999. Neurogenesis in adulthood: a
possible role in learning. Trends Cogn. Sci. 3, 186—192.

Guskjolen, A., Josselyn, S.A., Frankland, PW., 2017. Age-dependent changes in spatial
memory retention and flexibility in mice. Neurobiol. Learn. Mem. 143, 59—66.

Hall, J., Thomas, K.L., Everitt, BJ., 2000. Rapid and selective induction of BDNF
expression in the hippocampus during contextual learning. Nat. Neurosci. 3,
533-535.

Hensch, T.K,, Fagiolini, M., Mataga, N., Stryker, M.P., Baekkeskov, S., Kash, S.F., 1998.
Local GABA circuit control of experience-dependent plasticity in developing
visual cortex. Science 282, 1504—1508.

Hirjak, D., Wolf, R.C, Remmele, B., Seidl, U, Thomann, AK., Kubera, KM,
Schroder, J., Maier-Hein, K.H., Thomann, P.A., 2017. Hippocampal formation al-
terations differently contribute to autobiographic memory deficits in mild
cognitive impairment and Alzheimer’s disease. Hippocampus 27, 702—715.

Hitti, E.L., Siegelbaum, S.A., 2014. The hippocampal CA2 region is essential for social
memory. Nature 508, 88—92.

Horii-Hayashi, N., Sasagawa, T., Matsunaga, W., Nishi, M., 2015. Development and
structural variety of the chondroitin sulfate proteoglycans-contained extracel-
lular matrix in the mouse brain. Neural Plast. 2015, 256389.

Howell, M.D., Bailey, L.A., Cozart, M.A., Gannon, B.M., Gottschall, P.E., 2015. Hippo-
campal administration of chondroitinase ABC increases plaque-adjacent syn-
aptic marker and diminishes amyloid burden in aged APPswe/PS1dE9 mice.
Acta Neuropathol. Commun. 3, 54.

Hsiao, K., Chapman, P, Nilsen, S., Eckman, C., Harigaya, Y., Younkin, S., Yang, E,
Cole, G., 1996. Correlative memory deficits, Abeta elevation, and amyloid pla-
ques in transgenic mice. Science 274, 99—102.

Hubh, S., Baek, SJ., Lee, K.H., Whitcomb, DJJ., Jo, J., Choi, S.M., Kim, D.H., Park, M.S.,
Lee, K.H., Kim, B.C., 2016. The reemergence of long-term potentiation in aged
Alzheimer’s disease mouse model. Sci. Rep. 6, 29152.

Irizarry, M.C,, Jin, S., He, E, Emond, J.A., Raman, R., Thomas, R.G., Sano, M., Quinn, J.E,
Tariot, P.N., Galasko, D.R,, Ishihara, L.S., Weil, ].G., Aisen, P.S., 2012. Incidence of
new-onset seizures in mild to moderate Alzheimer disease. Arch. Neurol. 69,
368—372.

Ittner, L.M., Ke, Y.D., Delerue, F, Bi, M., Gladbach, A., van Eersel, ]J., Wolfing, H.,
Chieng, B.C., Christie, M., Napier, L.A., Eckert, A., Staufenbiel, M., Hardeman, E.,
Gotz, ]., 2010. Dendritic function of tau mediates amyloid-beta toxicity in Alz-
heimer’s disease mouse models. Cell 142, 387—397.

Jacobsen, J.S., Wu, C.C., Redwine, ].M., Comery, T.A,, Arias, R., Bowlby, M., Martone, R.,
Morrison, J.H., Pangalos, M.N., Reinhart, PH., Bloom, FE., 2006. Early-onset
behavioral and synaptic deficits in a mouse model of Alzheimer’s disease. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103, 5161-5166.

Kam, K., Duffy, A.M., Moretto, ]., LaFrancois, ].J., Scharfman, H.E., 2016. Interictal
spikes during sleep are an early defect in the Tg2576 mouse model of beta-
amyloid neuropathology. Sci. Rep. 6, 20119.

Karunakaran, S., Chowdhury, A., Donato, F, Quairiaux, C., Michel, C.M., Caroni, P.,
2016. PV plasticity sustained through D1/5 dopamine signaling required for
long-term memory consolidation. Nat. Neurosci. 19, 454—464.

Kelwick, R., Desanlis, 1., Wheeler, G.N., Edwards, D.R., 2015. The ADAMTS (A dis-
integrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) family. Genome
Biol. 16, 113.

Kim, D., Jeong, H., Lee, ]., Ghim, . W., Her, E.S., Lee, S.H., Jung, M.W.,, 2016. Distinct
roles of parvalbumin- and Somatostatin-expressing interneurons in working
memory. Neuron 92, 902—-915.

King, D.L., Arendash, G.W., Crawford, F.,, Sterk, T., Menendez, ]., Mullan, M.J., 1999.
Progressive and gender dependent cognitive impairment in the APP(SW)
transgenic mouse model for Alzheimer’s disease. Behavioural brain research
103, 145—-162.

Kobayashi, K., Emson, P.C., Mountjoy, C.Q., 1989. Vicia villosa lectin-positive neu-
rones in human cerebral cortex. Loss in Alzheimer-type dementia. Brain Res.
498, 170—174.

Korotkova, T., Fuchs, E.C., Ponomarenko, A., von Engelhardt, J., Monyer, H., 2010.
NMDA receptor ablation on parvalbumin-positive interneurons impairs hip-
pocampal synchrony, spatial representations, and working memory. Neuron 68,
557—569.

Krantic, S., Isorce, N., Mechawar, N., Davoli, M.A., Vignault, E., Albuquerque, M.,
Chabot, ].G., Moyse, E., Chauvin, J.P,, Aubert, 1., McLaurin, J., Quirion, R., 2012.
Hippocampal GABAergic neurons are susceptible to amyloid-beta toxicity
in vitro and are decreased in number in the Alzheimer’s disease TgCRND8
mouse model. ]. Alzheimers Dis. 29, 293—308.

Kumar-Singh, S., Dewachter, 1., Moechars, D., Lubke, U., De Jonghe, C., Ceuterick, C.,
Checler, F,, Naidu, A., Cordell, B., Cras, P., Van Broeckhoven, C., Van Leuven, F.,
2000. Behavioral disturbances without amyloid deposits in mice overexpressing
human amyloid precursor protein with Flemish (A692G) or Dutch (E693Q)
mutation. Neurobiol. Dis. 7, 9—22.

Kwok, ].C,, Dick, G., Wang, D., Fawcett, J.W., 2011. Extracellular matrix and peri-
neuronal nets in CNS repair. Dev. Neurobiol. 71, 1073—1089.

Lassalle, J.M., Halley, H., Daumas, S., Verret, L., Frances, B., 2008. Effects of the ge-
netic background on cognitive performances of TG2576 mice. Behav. Brain Res.
191, 104—110.

Lendvai, D., Morawski, M., Negyessy, L., Gati, G., Jager, C., Baksa, G., Glasz, T.,
Attems, ]., Tanila, H., Arendt, T., Harkany, T., Alpar, A., 2013. Neurochemical
mapping of the human hippocampus reveals perisynaptic matrix around
functional synapses in Alzheimer's disease. Acta Neuropathol. 125,
215—-229.

Lesne, S., Koh, M.T,, Kotilinek, L., Kayed, R., Glabe, C.G., Yang, A., Gallagher, M.,
Ashe, K.H., 2006. A specific amyloid-beta protein assembly in the brain impairs
memory. Nature 440, 352—357.

Lim, Y.Y., Maruff, P, Pietrzak, R.H., Ellis, K.A., Darby, D., Ames, D., Harrington, K.,
Martins, R.N., Masters, C.L., Szoeke, C., Savage, G., Villemagne, V.L., Rowe, C.C.,
Group AR, 2014. Abeta and cognitive change: examining the preclinical and
prodromal stages of Alzheimer’s disease. Alzheimer’s & dementia. J. Alzheimer’s
Assoc. 10, 743-751 el.


http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref49

158 V. Cattaud et al. / Neurobiology of Aging 72 (2018) 147—158

Mabhar, I, Albuquerque, M.S., Mondragon-Rodriguez, S., Cavanagh, C., Davoli, M.A.,
Chabot, ].G., Williams, S., Mechawar, N., Quirion, R., Krantic, S., 2016. Phenotypic
alterations in hippocampal NPY- and PV-expressing interneurons in a pre-
symptomatic transgenic mouse model of Alzheimer’s disease. Front. Aging
Neurosci. 8, 327.

Mann, E.O., Paulsen, O., 2007. Role of GABAergic inhibition in hippocampal network
oscillations. Trends Neurosci. 30, 343—349.

Miguel, RF, Pollak, A., Lubec, G., 2005. Metalloproteinase ADAMTS-1 but not
ADAMTS-5 is manifold overexpressed in neurodegenerative disorders as
Down syndrome, Alzheimer’s and Pick’s disease. Brain Res. Mol. Brain Res.
133, 1-5.

Minkeviciene, R., Rheims, S., Dobszay, M.B., Zilberter, M., Hartikainen, J., Fulop, L.,
Penke, B., Zilberter, Y., Harkany, T., Pitkanen, A., Tanila, H., 2009. Amyloid beta-
induced neuronal hyperexcitability triggers progressive epilepsy. ]. Neurosci. 29,
3453—-3462.

Montarolo, F., Parolisi, R, Hoxha, E., Boda, E., Tempia, F., 2013. Early enriched
environment exposure protects spatial memory and accelerates amyloid plaque
formation in APP(Swe)/PS1(L166P) mice. PLoS One 8, e69381.

Morawski, M., Bruckner, G., Jager, C., Seeger, G., Matthews, R.T,, Arendt, T., 2012.
Involvement of perineuronal and perisynaptic extracellular matrix in Alz-
heimer’s disease neuropathology. Brain Pathol. 22, 547—561.

Morawski, M., Pavlica, S., Seeger, G., Grosche, ]., Kouznetsova, E. Schliebs, R.
Briickner, G., Arendt, T., 2010. Perineuronal nets are largely unaffected in Alz-
heimer model Tg2576 mice. Neurobiol. Aging 31, 1254—1256.

Nithianantharajah, J., Hannan, AJ., 2006. Enriched environments, experience-
dependent plasticity and disorders of the nervous system. Nat. Rev. Neurosci.
7, 697—709.

Noguchi, A., Matsumoto, N., Morikawa, S., Tamura, H., Ikegaya, Y., 2017. Juvenile
hippocampal CA2 region expresses aggrecan. Front. Neuroanat. 11, 41.

Palop, JJ., Chin, ], Roberson, E.D., Wang, J., Thwin, M.T,, Bien-Ly, N., Yoo, J.,
Ho, K.O., Yu, G.Q., Kreitzer, A., Finkbeiner, S., Noebels, J.L., Mucke, L., 2007.
Aberrant excitatory neuronal activity and compensatory remodeling of
inhibitory hippocampal circuits in mouse models of Alzheimer’'s disease.
Neuron 55, 697—711.

Piskorowski, R.A., Nasrallah, K., Diamantopoulou, A., Mukai, J.,, Hassan, S.,
Siegelbaum, S.A., Gogos, J.A., Chevaleyre, V., 2016. Age-dependent specific
changes in area CA2 of the Hippocampus and social memory deficit in a mouse
model of the 22q11.2 deletion syndrome. Neuron 89, 163—176.

Rankin-Gee, E.K., McRae, P.A., Baranov, E., Rogers, S., Wandrey, L., Porter, B.E., 2015.
Perineuronal net degradation in epilepsy. Epilepsia 56, 1124—1133.

Rossier, ]., Bernard, A., Cabungcal, ]J.H., Perrenoud, Q., Savoye, A. Gallopin, T.,
Hawrylycz, M., Cuenod, M., Do, K., Urban, A., Lein, E.S., 2015. Cortical fast-
spiking parvalbumin interneurons enwrapped in the perineuronal net express
the metallopeptidases Adamts8, Adamts15 and Neprilysin. Mol. Psychiatry 20,
154-161.

Scarmeas, N., Levy, G., Tang, M.X., Manly, ]., Stern, Y., 2001. Influence of leisure ac-
tivity on the incidence of Alzheimer’s disease. Neurology 57, 2236—2242.
Stern, Y., Gurland, B., Tatemichi, T.K., Tang, M.X., Wilder, D., Mayeux, R., 1994. In-
fluence of education and occupation on the incidence of Alzheimer’s disease.

JAMA 271, 1004—1010.

Suttkus, A., Rohn, S., Jager, C., Arendt, T., Morawski, M., 2012. Neuroprotection
against iron-induced cell death by perineuronal nets - an in vivo analysis of
oxidative stress. Am. J. Neurodegener Dis. 1, 122—129.

Takesian, A.E., Hensch, T.K., 2013. Balancing plasticity/stability across brain devel-
opment. Prog. Brain Res. 207, 3—34.

Tsien, R.Y., 2013. Very long-term memories may be stored in the pattern of holes in
the perineuronal net. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 110, 12456—12461.

van Praag, H., Kempermann, G., Gage, F.H., 2000. Neural consequences of environ-
mental enrichment. Nat. Rev. Neurosci. 1, 191-198.

Vegh, M.J,, Heldring, C.M., Kamphuis, W., Hijazi, S., Timmerman, AJ]., Li, KW., van
Nierop, P., Mansvelder, H.D., Hol, EM., Smit, A.B., van Kesteren, R.E., 2014.

Reducing hippocampal extracellular matrix reverses early memory deficits in a
mouse model of Alzheimer’s disease. Acta Neuropathol Commun 2, 76.

Verret, L, Krezymon, A. Halley, H., Trouche, S., Zerwas, M. Lazouret, M.,
Lassalle, .M., Rampon, C., 2013. Transient enriched housing before amyloidosis
onset sustains cognitive improvement in Tg2576 mice. Neurobiol. Aging 34,
211-225.

Verret, L, Mann, E.O., Hang, G.B., Barth, AM., Cobos, I, Ho, K., Devidze, N.,
Masliah, E., Kreitzer, A.C., Mody, 1., Mucke, L., Palop, JJ., 2012. Inhibitory inter-
neuron deficit links altered network activity and cognitive dysfunction in Alz-
heimer model. Cell 149, 708—721.

Vogt, D.L., Thomas, D., Galvan, V., Bredesen, D.E., Lamb, B.T., Pimplikar, S.W., 2011.
Abnormal neuronal networks and seizure susceptibility in mice overexpressing
the APP intracellular domain. Neurobiol. Aging 32, 1725—1729.

Vossel, KA., Beagle, A]., Rabinovici, G.D., Shu, H., Lee, S.E., Naasan, G., Hegde, M.,
Cornes, S.B., Henry, M.L., Nelson, A.B., Seeley, W.W., Geschwind, M.D., Gorno-
Tempini, M.L,, Shih, T, Kirsch, H.E., Garcia, P.A., Miller, B.L., Mucke, L., 2013.
Seizures and epileptiform activity in the early stages of Alzheimer disease. JAMA
Neurol. 70, 1158—1166.

Vossel, KA., Tartaglia, M.C., Nygaard, H.B., Zeman, A.Z., Miller, B.L., 2017. Epileptic
activity in Alzheimer’s disease: causes and clinical relevance. Lancet Neurol. 16,
311-322.

West, MJ., 1993. New stereological methods for counting neurons. Neurobiol. Aging
4, 275-285.

Westerman, M.A., Cooper-Blacketer, D., Mariash, A., Kotilinek, L., Kawarabayashi, T.,
Younkin, L.H., Carlson, G.A., Younkin, S.G., Ashe, K.H., 2002. The relationship
between Abeta and memory in the Tg2576 mouse model of Alzheimer’s disease.
J. Neurosci. 22, 1858—1867.

Wilczynski, G.M., Konopacki, FA. Wilczek, E., Lasiecka, Z., Gorlewicz, A.,
Michaluk, P, Wawrzyniak, M., Malinowska, M., Okulski, P., Kolodziej, L.R.,
Konopka, W., Duniec, K, Mioduszewska, B., Nikolaev, E. Walczak, A.,
Owczarek, D., Gorecki, D.C., Zuschratter, W., Ottersen, O.P., Kaczmarek, L., 2008.
Important role of matrix metalloproteinase 9 in epileptogenesis. ]. Cell Biol. 180,
1021-1035.

Wright, A.L, Zinn, R., Hohensinn, B., Konen, L.M., Beynon, S.B., Tan, R.P, Clark, LA.,
Abdipranoto, A., Vissel, B., 2013. Neuroinflammation and neuronal loss precede
Abeta plaque deposition in the hAPP-J20 mouse model of Alzheimer’s disease.
PLoS One 8, e59586.

Yamada, ]J., Jinno, S., 2013. Spatio-temporal differences in perineuronal net expres-
sion in the mouse hippocampus, with reference to parvalbumin. Neuroscience
253, 368—379.

Yamada, ], Jinno, S., 2015. Subclass-specific formation of perineuronal nets around
parvalbumin-expressing GABAergic neurons in Ammon’s horn of the mouse
hippocampus. J. Comp. Neurol. 523, 790—804.

Yamada, ], Ohgomori, T., Jinno, S., 2015. Perineuronal nets affect parvalbumin
expression in GABAergic neurons of the mouse hippocampus. Eur. J. Neurosci.
41, 368—-378.

Yazaki-Sugiyama, Y., Kang, S., Cateau, H., Fukai, T., Hensch, T.K., 2009. Bidirectional
plasticity in fast-spiking GABA circuits by visual experience. Nature 462,
218—221.

Yin, KJ., Cirrito, J.R,, Yan, P, Hu, X,, Xiao, Q., Pan, X., Bateman, R., Song, H., Hsu, F.F,
Turk, J., Xu, ], Hsu, CY. Mills, J.C., Holtzman, D.M., Lee, ].M., 2006. Matrix
metalloproteinases expressed by astrocytes mediate extracellular amyloid-beta
peptide catabolism. J. Neurosci. 26, 10939—10948.

Zhu, X, Raina, A.K,, Lee, H.G., Chao, M., Nunomura, A., Tabaton, M., Petersen, R.B.,
Perry, G., Smith, M.A., 2003. Oxidative stress and neuronal adaptation in
Alzheimer disease: the role of SAPK pathways. Antioxid. Redox Signal 5,
571-576.

Ziyatdinova, S., Ronnback, A., Gurevicius, K., Miszczuk, D., Graff, C., Winblad, B.,
Pitkanen, A., Tanila, H., 2016. Increased epileptiform EEG activity and decreased
seizure threshold in arctic APP transgenic mouse model of Alzheimer’s disease.
Curr. Alzheimer Res. 13, 817—830.


http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref67
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref67
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref67
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref68
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref68
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref68
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0197-4580(18)30315-4/sref85

Cell Reports

Maturation of PNN and ErbB4 Signaling in Area CA2
during Adolescence Underlies the Emergence of PV
Interneuron Plasticity and Social Memory

Graphical Abstract

Highlights
e Inhibitory plasticity from PV+ interneurons in area CA2
emerges at the end of adolescence

e The control of GABA release by the PNN and ErbB4 matures
at the end of adolescence

e Signaling through the PNN viaNRG1 and ErbB4 is required for
iLTD induction

e Preventing iLTD induction in CA2 in vivo impairs social
memory formation

Dominguez et al., 2019, Cell Reports 29, 1099-1112
October 29, 2019 © 2019 The Author(s).
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.09.044

Authors

Soledad Dominguez,

Christophe Clément Rey,

Ludivine Therreau, ..., Laure Verret,
Rebecca Ann Piskorowski,

Vivien Chevaleyre

Correspondence
vivien.chevaleyre@parisdescartes.fr

In Brief

Dominguez et al. describe the
mechanisms involved in the emergence
of a form of long-term plasticity at
inhibitory synapses from parvalbumin-
expressing interneurons in mouse
hippocampal area CA2. Maturation of this
plasticity potentially underlies the
emergence of social memory during late
adolescence.

Cell


mailto:vivien.chevaleyre@parisdescartes.fr
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.09.044
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.celrep.2019.09.044&domain=pdf

Cell Reports

Maturation of PNN and ErbB4 Signaling in Area CA2
during Adolescence Underies the Emergence
of PV Interneuron Plasticity and Social Memory

Soledad Dominguez,’ Christophe Clément Rey,? Ludivine Therreau,'# Aurélien Fanton,” Dominique Massotte,?
Laure Verret,?> Rebecca Ann Piskorowski,’ and Vivien Chevaleyre'-5*
TINSERM UMR 1266, Institute of Psychiatry and Neuroscience of Paris, Team Synaptic Plasticity and Neural Networks, 102-108 Rue de la

Santé, 75014 Paris, France

2Research Center on Animal Cognition, Center for Integrative Biology, Toulouse University, CNRS, UPS, Toulouse, France
SInstitut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives, CNRS UPR 3212, 5 Rue Blaise Pascal, 67084 Strasbourg, France
4lnovarion, Centre de Recherche en Sciences du Vivant, 251 Rue St Jacques, 75005 Paris, France

5Lead Contact
*Correspondence: vivien.chevaleyre@parisdescartes.fr
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.09.044

SUMMARY

Adolescence is a vulnerable period characterized
by major cognitive changes. The mechanisms under-
lying the emergence of new cognitive functions are
poorly understood. We find that a long-term depres-
sion of inhibitory transmission (iLTD) from parvalbu-
min-expressing (PV+) interneurons in the hippocam-
pal area Cornu Ammonis 2 (CA2) is absent in young
mice but emerges at the end of adolescence. We
demonstrate that the maturation of both the peri-
neuronal net (PNN) and signaling through ErbB4 is
required for this plasticity. Furthermore, we demon-
strate that social recognition memory displays the
same age dependence as iLTD and is impaired by
targeted degradation of the PNN or iLTD blockade
in area CA2. Our data reveal an unusual develop-
mental rule for plasticity at the PV+ interneuron
transmission in area CA2 and indicate that this plas-
ticity is involved in the emergence of higher cognitive
function, such as social memory formation, in late
adolescence.

INTRODUCTION

The hippocampus is a critical structure for learning and mem-
ory formation. Area Cornu Ammonis 2 (CA2) of the hippocam-
pus has emerged as an important region for social memory
formation (Hitti and Siegelbaum, 2014; Stevenson and Cald-
well, 2014; Wersinger et al., 2002). Furthermore, this region
may play an important role in the generation of hippocam-
pal-wide network activity (Kay et al., 2016; Oliva et al.,
2016). The cellular composition in area CA2 is unique in that
the density of several sub-classes of interneurons, including
parvalbumin-expressing (PV+) interneurons (INs), is higher
than in the other hippocampal areas (Botcher et al., 2014).
The inhibitory transmission from PV+ INs expresses a unique

Cell Reports 29, 1099-1112, October 29, 2019 © 2019 The Author(s).
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

long-term depression (iLTD) onto CA2 pyramidal neurons
(PNs) that is mediated by delta opioid receptor (DOR) activa-
tion (Piskorowski and Chevaleyre, 2013).

Area CA2 is particularly vulnerable in several psychiatric dis-
eases, including schizophrenia and dementia (Chevaleyre and
Piskorowski, 2016). Specifically, the density of PV+ INs in this
region has been reported to be decreased in human post-mor-
tem studies of schizophrenic and bipolar patients (Knable
et al., 2004). In a mouse model of the 22q11.2 deletion syn-
drome, we reported a specific decrease in PV+ IN density in
area CA2, a decrease in synaptic transmission and plasticity
from PV+ INs, and a deficit in social memory (Piskorowski
et al., 2016). These changes in PV+ IN properties occurred
at the end of adolescence, indicating that PV+ INs in area
CA2 undergo developmental changes during this time period.
Adolescence is a vulnerable transition period characterized by
major behavioral and cognitive changes, and human imaging
studies have demonstrated that the brain undergoes consider-
able structural development and remodeling during this period
(Blakemore, 2008; Giedd et al., 1999). However, the cellular
and synaptic changes that occur in the hippocampus are not
understood.

The perineuronal net (PNN), a dense specialized extracel-
lular matrix, encases PV+ IN soma and dendrites. This struc-
ture increases in density during postnatal development
and often prohibits plasticity of synaptic inputs onto PV+
INs, contributing to the closure of developmental critical
periods (Hensch, 2005; Horii-Hayashi et al., 2015) by regu-
lating PV+ IN signaling (Cabungcal et al., 2013). Furthermore,
it has been reported that the loss of this structure in the
hippocampus is linked to schizophrenia (Berretta et al.,
2015; Bitanihirwe and Woo, 2014). While rare, the PNN has
been shown to also surround pyramidal cells in the cortex
and hippocampus, where it surrounds CA2 PNs (Bruckner
et al., 2003). It has been proposed that the PNN surrounding
CA2 PNs plays a role in limiting excitatory postsynaptic
plasticity during early postnatal development (Carstens et al.,
2016). However, the role of the PNN in controlling inhibitory
plasticity during later stages of adolescence is not known.
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Figure 1. LTD of Inhibitory Transmission in Area CA2 Emerges at the
End of Adolescence

(A) Time course of normalized IPSC amplitudes recorded in CA2 PNs evoked
by stimulation in the SR in the presence of a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid (AMPA) and N-Methyl-d-aspartate (NMDA) receptor
blockers. A high-frequency stimulation (HFS; 100 pulses at 100 Hz repeated
twice) triggered an iLTD in slices prepared at postnatal days (P) 33-45 (filled
circles, n = 8) but only triggered a transient depression at P17-P21 (open
circles, n = 5). Averaged sample traces at the time points indicated are
shown on the right.

(B) The summary graph of the averaged iLTD magnitude at different ages
shows that the iLTD was not induced with the HFS before P27-P32 but was
induced at P33-P45 and remained stable in adulthood.

(C) The HFS triggered a significant increase in the paired pulse ratio (PPR) at
P33-P45 (n=8,p=0.011) and >P70 (n = 8, p = 0.0058) but not at P17-P21 (n =
5, p = 0.58), P22-P26 (n = 7, p = 0.23), or P27-P32 (n = 6, p = 0.47).

(D) Left: time course of the effect of 15-min application of 5 uM of the selective
DOR agonist (DPDPE) on normalized IPSC amplitude at P26-P30 and >P35. In
contrast to the lasting depression-mediated DPDPE application after P35
(filled circles, n = 8), DPDPE triggered a transient depression at P26-P30 (open
circles, n = 6). Center: averaged sample traces at the time indicated. Right:
significant change in the PPR after the HFS at time points over P35 (n =8, p =
0.014), but not at P26-P30 (n = 6, p = 0.89). Error bars show SEM.

In this study, we aimed to examine the cellular and molecular
components that change in area CA2 during late adolescence
and to determine if these changes brought about new cogni-
tive abilities.
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RESULTS

Plasticity between PV+ INs and CA2 PNs Emerges at the
End of Adolescence

The decrease in the density of PV+ INs and in inhibitory transmis-
sion and plasticity observed in area CA2 in a mouse model of
the 22g11.2 deletion syndrome (Piskorowski et al., 2016) only
occurred after the fifth postnatal week, suggesting that
changes occur in PV+ IN physiology during this developmental
period. Therefore, we asked whether the plasticity of PV+ INs
could be developmentally regulated. We performed whole-cell
voltage clamp recordings of CA2 PNs to monitor inhibitory
post-synaptic currents (IPSCs) evoked by stratum radiatum
(SR) stimulation. We applied a high-frequency stimulation
(HFS) to induce iLTD in area CA2. During postnatal days (P)
33-45, this stimulus triggered a significant iLTD of similar
magnitude to what had been reported (Figure 1A; 70.9% =+
1.5% of baseline, n = 8). In contrast, the same HFS did not
trigger iLTD in slices prepared from animals between P17 and
P21 (Figure 1A; 97.4% + 1.1%, n = 5). Furthermore, we found
that iLTD could not be induced at P22-P26 or at P27-P32
(Figure 1B; Table S1; P22-P26: n = 7, p = 0.35; P27-P32: n =
6, p = 0.056), then sharply increased in its magnitude between
P33 and P45 and remained stable into adulthood (over P70:
n =28, p=4107%. Consistent with the presynaptic location
of the iLTD, we found that the HFS resulted in a significant in-
crease in the paired-pulse ratio (PPR) of two consecutive IPSCs
at P33-P45 and over P70 (Figure 1C; P33-P45: p =0.011; >P70:
p =0.0058) but not at earlier time points (P17-P21: p = 0.58; P22-
P26: p = 0.23; P27-P32: p = 0.47).

In adult mice, iLTD in area CA2 requires the activation of
DORs (Piskorowski and Chevaleyre, 2013). Following a transient
application of the selective DOR agonist [p-Pen?,0-Pen®jenkeph-
alin (DPDPE; 5 uM), there was a lasting depression of IPSCs
after P35 (Figure 1D; 73.5% = 4.2% of baseline, n = 8). At
P26-P30, application of DPDPE induced a depression during
the application, but the amplitude of the IPSCs recovered to a
level similar to the initial baseline upon washout of DPDPE (Fig-
ure 1D; 98.8% + 2.5%, n = 6, p = 0.31). Consistent with the pre-
synaptic action of DOR activation, the DPDPE application
induced a lasting increase in the PPR after P35 (114.1% =+
4.1%, n = 8) but not at P26-P30 (Figure 1D; 100.6% =+ 3.2%;
n = 6). This result indicates that DORs are expressed at inhibitory
synaptic terminals in young mice, but the activation of these re-
ceptors does not trigger a lasting depression of gamma-amino-
butyric acid (GABA) release. Together, these data show that the
iLTD in area CA2 has a late developmental maturation, with a
sharp onset during the end of adolescence.

Postnatal Maturation of the PNN and Role in iLTD
Induction

The DOR-mediated iLTD in area CA2 occurs at pre-synaptic
terminals of PV+ INs (Piskorowski and Chevaleyre, 2013). We
used immunohistochemical techniques to determine if there
are any corresponding changes associated with PV+ IN density
in this region during this developmental time period. Using
RGS14 staining to label CA2 pyramidal cells, we examined the
density of PV+ INs in areas CA1, CA2, and CAS3 at four age
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Figure 2. The Density of the PNN Associated with PV+ Synapses in Area CA2 Increases at the End of Adolescence, and Its Integrity Is
Required for the iLTD

(A) Area CA2 of a P50 mouse hippocampus stained for CA2 PN marker RGS14, PNN marker Wisteria floribunda agglutinin (WFA), and parvalbumin (PV). Arrows
mark the boundaries of area CA2. Far right: overlay of staining for PNN (magenta) and PV (green)

(B) Summary graph of the quantification of PV+ cells and PNN+ INs at different ages, showing that these two populations of cells are highly enriched in area CA2 at
all ages studied. The percentage of co-expression between PV and the PNN show that most PNN+ cells also express PV.

(C) Top: high-magnification images of staining for PNN, PV, and VGAT. Bottom: the expression intensity profiles corresponding to the labeled region of interest in
the stratum pyramidale (SP) of area CA2, showing that the PNN is in close proximity to inhibitory synapses from PV+ INs.

(D) Staining for the PNN and RGS14 in area CA2 at P17, P29, P35, and P50. Bottom graph: the quantification of the ratio of the mean PNN intensity (excluding
PNN+ INs) over RGS14 intensity in area CA2 shows that a large fraction of the PNN surrounding PNs matures after P30.

(legend continued on next page)
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ranges. We found that the density of PV+ cells in mice was
higher in area CA2, compared to the other hippocampal areas,
at all ages (Figures 2A and 2B). The PNN in area CA2 is
extremely dense (Celio, 1993). We labeled the PNN with
biotin-linked Wisteria floribunda agglutinin (WFA). All hippo-
campal CA regions contained cells that had soma and dendritic
regions that were intensely labeled by WFA. The density of
these cells was highest in area CA2, and the majority of the
intensely labeled cells were PV+ at all ages (Figure 2B; at P50,
CA2: 76.8% + 2.4%, CA1: 84.1% + 2.1%, CA3: 86.7% =
2.3%). These data indicate that the number of PV+ INs sur-
rounded by the PNN does not change during the maturation
of the iLTD.

Numerous studies have shown a dense PNN staining around
PV+ IN soma and dendrites but also a diffuse labeling around
the soma and proximal dendrites of CA2 PNs (Figures 2A and
S1A; Carstens et al., 2016; Celio, 1993). The soma of PNs is
mostly devoid of excitatory synapses (Megias et al., 2001), and
we postulate that in area CA2, the PNN surrounding the PN
soma is associated with the basket cell terminals of PV+ INs.
Indeed, WFA staining was present surrounding the PV+ basket
terminals encircling the soma of CA2 PNs (Figure 2C). To ensure
that the PV staining around the soma of CA2 PNs corresponded
to synaptic terminals and not to dendritic processes, we also co-
stained for the vesicular GABA transporter (VGAT), a marker
localized at inhibitory axonal terminals. We found that both
PNN and PV staining profiles were very similar to the VGAT
expression profile (Figure 2C). These data are consistent with
the premise that the diffuse PNN staining surrounding CA2
PNs is associated with basket cell terminals from PV+ INs.

We then examined this diffuse PNN staining surrounding
PN soma at different ages. We measured the mean fluores-
cence intensity in the different hippocampal layers of area
CA2, as delimited by RGS14 staining (Figures 2D and S1),
and excluded regions immediately surrounding the intensely
labeled PNN+ PV+ IN soma. We found that the intensity of
this diffuse WFA staining did not change between P17 and
P22-P29 (Figures S1A and S1B) but significantly increased
at P35 and P50. To ensure that the different PNN intensities
did not result from a difference in fixation or antibody penetra-
tion at different ages, we performed two additional controls.
First, we measured the intensity of the PNN staining in the
same slices in area CA1. We found no change in the PNN in-
tensity in this area (Figure S1B). Second, as the expression
level of RGS14 is stable in the hippocampus during this devel-
opmental period (Evans et al., 2014), we measured the inten-
sity of RGS14 staining at different ages and used these inten-
sity values as an internal control. We found that the PNN
density normalized to RGS14 was stable between P17 and
P22-P29 but displayed a significant increase at P35 and at
P50 (Figure 2D). Therefore, because the emergence of this

diffuse staining in area CA2 coincides with the emergence of
the iLTD, we postulated that the PNN might play a role in
iLTD induction.

We incubated hippocampal slices in Chondroitinase ABC
(ChABC), thereby degrading the PNN in the entire slice, as
shown by the loss of WFA staining in slices incubated with
ChABC for 2 h (Figure 2E). After the ChABC incubation, the
HFS induced a small iLTD (Figure 2F; 89.6% + 4.8%, n = 5)
that was significantly smaller than the iLTD obtained in the
control slices (64.2% + 2.6%, n = 7). After the ChABC incuba-
tion, the HFS did not trigger any significant change in the PPR,
in contrast to the effect of the HFS on the PPR in the control
slices (Figure 2F; in control: 119.8% =+ 5.9%; in ChABC:
106.3% =+ 3.2%). Altogether, these results indicate that the
integrity of the PNN surrounding PN soma is likely associated
with PV+ IN synapses and is required for iLTD induction in
adult mice.

ErbB4 Is Expressed in DOR+ INs and Controls GABA
Release in Area CA2

Within the PNN, there are many extracellular or transmembrane
signaling molecules that can modulate neurotransmitter release.
We postulate that neuregulin 1 (NRG1) and its receptor ErbB4
may play roles in regulating inhibitory transmission and plasticity
in area CA2. The activation of ErbB4 by NRG1 has been reported
to affect GABA release in several structures (Chen et al., 2010;
Woo et al., 2007). ErbB4 is expressed by PV+ INs in the hippo-
campus, but it is not detected in PNs (Vullhorst et al., 2009). If
ErbB4 signaling underlies the dependence on PNN integrity of
the iLTD induction, it must be co-expressed by the cells that
also express DORs. In the hippocampus, DORs are nearly exclu-
sively detected in PV+ INs; however, only a fraction of PV+ INs
(~40%) express DORs (Erbs et al., 2012). Similarly, ErbB4 is de-
tected in only a fraction of PV+ INs (Bean et al., 2014). The PNN is
also associated with a fraction of PV+ INs. It is unknown whether
the INs that express the DOR also express ErbB4 or the PNN. To
detect DORs, we used a transgenic line of knock-in mice with
GFP-tagged DORs (Scherrer et al., 2006). As previously reported
(Erbs et al., 2012), the vast majority of DOR-expressing neurons
were located in the stratum pyramidale (SP) and stratum oriens
(S0), and only a small fraction of DOR+ cells were detected
in the SR. In these layers, ErbB4+ cells had a very similar local-
ization with DOR+ cells (Figure 3; n = 5 mice). We found that
the vast majority of DOR+ cells in the SO and SR co-expressed
PNN and ErbB4 (Figures 3A and 3B). Similarly, a very high frac-
tion of ErbB4+ cells in these two layers were co-labeled for the
PNN and DOR (Figures 3A and 3B). Together, these data show
that the majority of cells that co-express the DOR and ErbB4
are surrounded by the PNN. This finding is consistent with an
implication of the PNN in iLTD induction, and it raises the ques-
tion as to whether signaling through ErbB4 could be involved

(E) Incubation of acute brain slices (>P35) in chondroitinase ABC (ChABC) results in a nearly complete digestion of the PNN. Example images of two acute brain
slices stained with WFA following a 2-h incubation in ACSF with vehicle (top) or 2 U/mL ChABC (bottom).

(F) Slices previously incubated in ChABC showed a much smaller iLTD following the HFS (filled circles, n = 5) compared to slices incubated with vehicle (open
circles, n=7). Averaged sample traces at the time points indicated by numbers are in the center panel. Slices pre-treated with ChABC do not undergo a significant

change in PPR following HFS (bottom) as compared to controls (top).
Error bars show SEM.
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in the control of GABA transmission and plasticity from INs that
also express the DOR.

In the cortex and area CA1, activation of ErbB4 by exogenous
application of NRG1 was shown to increase GABA release (Chen
et al., 2010; Woo et al., 2007). Application of the soluble active
form of NRG1 (1 nM) in area CA2 did not alter evoked IPSC
amplitudes or the PPR (Figure 4A; IPSC: p = 0.7, n = 5; PPR:
p = 0.66). Further, exogenous NRG1 application also had no ef-
fect on spontaneous IPSC (sIPSC) amplitude and frequency
(Figure 4B; amplitude: n = 5, p = 0.14; frequency: p = 0.59).
This result suggests that either ErbB4 does not control GABA
release in area CA2, or ErbB4 is already activated by endoge-
nous NRG1. To explore further, we applied the ErbB4 inhibitor
AG1478 to determine if basal GABA release in area CA2 is
under the control of the endogenous NRG1. Following applica-
tion of AG1478 (5 uM), we observed a large decrease in evoked
IPSCs onto CA2 PNs (67.7% + 4.6%, n = 6), accompanied by a
significant increase in the PPR (Figure 4C; p = 0.036), indicating
that ErbB4 activation directly affects GABA release. To confirm
that ErbB4 acts presynaptically on GABA release, we also
looked at the effect of the ErbB4 blocker on spontaneous
IPSCs. AG1478 application induced a significant decrease in
the frequency of spontaneous IPSCs (Figure 4D; n = 6, p =

SO

Figure 3. DOR, ErbB4, and PNN Are Colo-
calized in the Same Cells

(A) Triple staining against DOR-GFP (green), ErbB4
(red), and PNN (cyan) demonstrating the cellular
co-localization of these markers.

(B) Left panel: summary graph of the distribution of
cells that express the DOR and ErbB4 in the stra-
tum oriens (SO), stratum pyramidale (SP), and
stratum radiatum (SR). Middle: graph summarizing
the percentage of DOR+ cells that were co-stained
for the PNN, ErbB4, or both. Right: graph sum-
marizing the percentage of ErbB4+ cells that were
co-stained for the DOR, PNN, or both. Error bars
show SEM.

DOR+ ErbB4

0.012). However, in agreement with a
lack of postsynaptic effect, the amplitude
of spontaneous IPSCs was not altered
(Figure 4D; p = 0.08). This result indicates
that in area CA2 of adult mice, the release
of GABA is under the control of ErbB4
and is tonically activated by endogenous
NRG1. To ensure that the decrease in
IPSC amplitude mediated by the ErbB4
blockade did not result from a decrease
in PV+ cell excitability, and to address
whether ErbB4 could affect GABA
release by directly acting at the synaptic
terminals, we examined how inhibiting
ErbB4 altered action potential (AP)-inde-
pendent miniature IPSCs (mIPSCs).
Application of AG1478 induced a signifi-
cant decrease in mIPSC frequency (Fig-
ures 4E and 4F; 85.1% + 3.0%, n = 5;
p = 0.023) without altering the amplitude
(96.9% =+ 3.8%, p = 0.47). With the change in the PPR of
evoked IPSCs, these data strongly indicate that ErbB4 is
located at PV+ INs’ axon terminals and controls GABA release.
Altogether, our data show that in contrast to the increase in
inhibitory transmission mediated by the application of exoge-
nous NRG1 in area CA1, the positive modulation of GABA
release by ErbB4 in area CA2 is already maximal with endoge-
nous NRG1.

We have previously shown that decreasing PV+ IN transmis-
sion via DOR activation strongly increases the excitatory drive
between CA3 and CA2 via an increase in excitation/inhibition
balance, and it results in CA2 PN AP firing (Nasrallah et al.,
2015). If ErbB4 controls GABA release from the same popula-
tion of INs expressing DORs, then blocking ErbB4 should in-
crease the excitatory drive and AP firing in CA2 PNs. Applica-
tion of the ErbB4 blocker AG1478 induced a large increase in
field potential (fPSP) in response to the CA3 input stimulation
(Figure S2A; 154.6% + 11.8%, n = 5, p = 0.009). This increase
in fPSP was abolished in the presence of GABAR blockers, con-
firming that it resulted from a dis-inhibitory mechanism.
Following application of AG1478, a population spike emerged
in area CA2 at both 20- and 30-V stimulation intensities (Fig-
ure S2B: p = 0.024, n = 4). Thus, blocking ErbB4 led to the
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same change in the excitatory drive and AP firing in CA2 PNs as
did activation of the DORs, supporting the idea that these two re-
ceptors act on the same inhibitory terminals.

Signaling through NRG1/ErbB4 Is Required for iLTD
Induction

Because GABA release in area CA2 is under the control of
ErbB4 activation, we tested if signaling through NRG1/ErbB4
might also be involved in the iLTD. We applied the ErbB4
inhibitor AG1478 to slices for 30 min and then applied the
HFS. We found that the HFS did not evoke any iLTD in the
presence of AG1478 (Figure 5A; n = 7, p = 0.637), whereas
the HFS could evoke normal iLTD in interleaved control slices
(n = 8, p = 0.00002). Furthermore, the PPR was not changed
by the HFS in the presence of AG1478 (Figure 5A; n =7, p =
0.4) but significantly increased in the control slices (Figure 5A;
n = 8; p = 0.0087).

To ensure that the impaired iLTD induction following the
blockade of ErbB4 is not due to reduced enkephalin release,
we directly activated DORs by DPDPE application. In the pres-
ence of AG1478, DPDPE did not trigger iLTD or any lasting
change in the PPR (Figure 5B; IPSC: 97.9% + 1.7%, n = 6,
p = 0.11; PPR: 98.1% + 5.2%, n = 6, p = 0.78). These data
are consistent with the fact that inhibition of ErbB4 decreases

+
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by DOR activation.

We also tested whether NRG1 could
affect the iLTD. In the presence of
the soluble form of NRG1, the HFS was ineffective at inducing
the iLTD (Figure 5A; 96.6% + 1.5% of baseline, n = 5, p =
0.087) and produced no significant change in the PPR (Fig-
ure 5A; n = 5, p = 0.091). Therefore, even though exogenous
NRG1 application had no effect on the basal transmission
because of the endogenous activation of ErbB4 (see Figure 4),
the presence of exogenous NRG1 prevented iLTD induction.
One possible explanation is that the endogenous activation
of ErbB4 is decreased following iLTD induction. Indeed,
neuronal activity regulates numerous enzymes in the extracel-
lular matrix (Dzwonek et al., 2004). Therefore, it is possible
that a decrease in NRG1 availability or in ErbB4 signaling oc-
curs following the tetanus. To test this, we applied NRG1
5 min after the tetanus. We found that following the NRG1
application, the depression in IPSCs was not maintained,
and GABA transmission returned to a value that was signifi-
cantly different from the depression observed in interleaved
control slices (Figure 5C; n = 6 and 6, p = 0.00032). In addition,
the change in the PPR at the end of the experiment was also
significantly smaller after the NRG1 application (Figure 5C; n =
6 and 6, p = 0.026). These data are consistent with the idea
that part of the NRG1-ErbB4 action on GABA release was
downregulated after the HFS, and exogenous activation of

ErbB4 prevented the maintenance of the iLTD.
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Figure 5. NRG1/ErbB4 Signaling Is Required for DOR-Mediated
Plasticity

(A) Incubation of slices in AG1478 (black circles, n = 7) or NRG1 (gray circles,
n = 5), followed by continuous application of these drugs, prevented iLTD in-
duction by the HFS. The iLTD was normal in interleaved control slices (white
circles, n = 8). Top: averaged sample traces at the time point indicated. The
increase in the PPR observed in control slices was also prevented by the
presence of AG1478 or NRG1 (right).

(B) Blockade of ErbB4 by AG1478 also prevented the effect of the DOR agonist
application on the IPCS amplitude and on the PPR (n = 6). Inset: averaged
sample traces at the time point indicated by numbers.

The Effect of NRG1/ErbB4 Signaling on GABA Release Is
Age Dependent

Both ErbB4 and NRG1 are expressed early during development
and control several processes such as migration and matura-
tion of PV+ cells (Mei and Xiong, 2008). However, it is unknown
whether ErbB4 can control GABA transmission in young ani-
mals and if this may underlie the lack of iLTD in young mice.
To test this, we examined the effect of AG1478 on inhibitory
transmission in P22-P27 mice. In contrast to what we observed
in the adult mice, application of AG1478 had no effect on the
evoked IPSC amplitude (Figure S3A; n = 6, p = 0.13) or on
the PPR (n = 6, p = 0.71). In addition, the AG1478 application
did not change the frequency or amplitude of sIPSCs (Fig-
ure S3B; frequency: p = 0.66; amplitude: p = 0.84, n = 6). We
then asked if the lack of action of the ErbB4 blocker might
result from a lack of endogenous activation by NRG1 or from
a lack of control of GABA release by ErbB4. We found that
exogenous NRG1 (1 nM) application had no effect on the
evoked IPSC amplitude (Figure S3C; n = 5, p = 0.29) or on
the PPR (p = 0.062) in P22-P27 mice. Furthermore, NRG1
also did not change the frequency or amplitude of sIPSCs at
this age (Figure S3D; frequency: p = 0.61; amplitude: p =
0.34, n = 5). We also tested lower (0.1 nM) and higher
(10 nM) concentrations of NRG1 and still found no effect on
the evoked IPSC amplitude or the PPR (Figures S3E and
S3F). Therefore, these data show that the modulation of
GABA release by ErbB4 is age dependent. In adult mice,
GABA transmission is positively modulated by the endogenous
activation of ErbB4. In young mice, endo- or exogenous NRG1
had no action on GABA transmission, suggesting the ErbB4 is
not expressed at the synapse and/or is not coupled to GABA
release.

DOR and ErbB4 Engage Different Signaling Pathways

Our data indicate that both DORs and ErbB4 are required for
iLTD induction. Therefore, we wondered whether these two
receptors might use the same signaling pathway. DORs are
known to activate G-proteins negatively coupled to adenylyl
cyclase (Quock et al., 1999). Thus, we wondered whether the
cyclic AMP (cAMP)/protein kinase A (PKA) pathway might be
involved in iLTD. We incubated slices for 30 min in the PKA
blocker PKI 14-22 amide (PKI; 1 uM) and continuously applied
it throughout the plasticity measurement. Following the PKA
block, the HFS did not trigger any significant iLTD (Figure 6A;
n =5, p = 0.052) or changes in the PPR (p = 0.59). In contrast,
we observed in interleaved control experiments a significant
depression of IPSCs (n = 5, p = 0.0004) and a change in PPR
(p = 0.028) after the HFS. To ensure that the lack of iLTD did
not result from a lack of enkephalin release, we also tested
the effect of the DOR agonist DPDPE in the presence of PKI.
DPDPE did not induce any depression of the IPSC amplitudes
with the PKA blocked (Figure 6B; p = 0.79, n = 5) and also did
not affect the PPR (p = 0.18). These data confirm that the PKA
is required for the depression of GABA release mediated by

(C) Application of NRG1 5 min after tetanus (black circles, n = 7) reverses the
IPSC depression, and an increase in the PPR is observed in control slices
(white circles, n = 6). Error bars show SEM.
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the DOR. Next, we tested whether ErbB4 action on GABA
release also involves the PKA. We found that in presence
of PKI, AG1478 induced a large depression of the IPSC ampli-
tudes (Figure 6B; p = 0.0012, n = 5) and an increase in the PPR
(p = 0.005). Therefore, these data show that the DOR and
ErbB4 use different signaling pathways to control GABA release
in area CA2.

Next, we asked whether the PNN plays a role in the DOR-
and ErbB4-mediated control of GABA release. First, we tested
the consequence of PNN degradation on the decrease in GABA
release mediated by the DOR activation. In slices incubated
with ChABC, DPDPE application had a smaller effect on synap-
tic transmission (Figure 6C; n = 5) and the PPR, compared to
slices incubated in vehicle (n = 6, IPSC: p = 0.003; PPR: p =
0.00011). These data suggest that the PNN is required for the
modulation of GABA release by the DOR activation. We also
tested the effect of the PNN degradation in area CA1 on the
DOR action. In area CA1, the PNN is not detected at basket
cell terminals, and activation of the DOR resulted in a transient
decrease in inhibitory transmission from PV+ INs (Piskorowski
and Chevaleyre, 2013). Application of DPDPE resulted in a
transient depression of IPSCs that returned to baseline for
both control and ChABC-treated slices (Figure S4; p = 0.92).
Furthermore, no lasting change was detected in the PPR for
both conditions (control: n = 5, p = 0.59; ChABC: n =5, p =
0.20). The transient depression of the IPSC amplitude at the
end of DPDPE application was identical in both conditions
(p = 0.95). Therefore, these data show that degradation of
the PNN in area CA1, which primarily surrounds soma and den-
drites of INs, did not affect the action of the DOR activation on
GABA transmission. We then tested the effect of PNN degrada-
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tion on the control of GABA release by ErbB4. We found that
AG1478 induced a very small depression of IPSCs in ChABC-
treated slices (Figure 6D; n = 5), compared to controls (n =
5). AG1478 also had very little effect on the PPR in ChABC-
treated slices (Figure 6D; n = 5), compared to controls
(n = 5). Therefore, these data indicate that when the PNN is
degraded, the positive action of ErbB4 on GABA release is
lost, suggesting that PNN integrity is required for the basal
activation of ErbB4 by endogenous NRG1.

DOR-Mediated iLTD in CA2 Is Involved in Social Memory
Formation

The late emergence of the iLTD suggests that this plasticity may
be involved in higher cognitive processes rather than synapse
and network establishment. If DOR-mediated iLTD in area CA2
plays a role in social memory formation, one could make the
following two predictions. First, the ability of a mouse to form
social memories should emerge during development at the
same time as the iLTD. Second, disruption of the iLTD in adult
mice should also disrupt performance in a social memory task.
To test these predictions, we first examined the ability of a
mouse to form social memories before and after the onset of
iLTD with the five-trial social memory test (Kogan et al., 2000;
Figure 7A). In adult control mice, the interaction time was
significantly reduced in trials 3 and 4 with the same familiar
mouse (Figure 7B; n = 8). When a novel mouse was introduced
in trial 5, the subject mouse displayed an expected rebound of
interaction time. In 28-day-old mice, there was no significant
decrease in the interaction time in trials 2-4, compared to
trial 1 (Figure 7B; n = 10). These data indicate that before the
emergence of the DOR-mediated iLTD in area CA2, juvenile
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mice show a performance in this task that is consistent with
reduced social memory.

Next, we tested whether disrupting the iLTD specifically in
area CA2 would also affect social memory in adult mice. We
used two different strategies to test this hypothesis. First,
because iLTD is dependent on the PNN integrity, we performed
targeted bilateral stereotaxic injections into area CA2 to deliver
either a control saline solution or a ChABC solution. Then,
7 days following the injection, we performed the same social
memory test on the two groups of animals. Behavioral data
were only used from animals that had injection sites properly
targeted to area CA2. After the targeted injection of 0.1 pl of
ChABC in area CA2, the intensity of the PNN staining was
slightly reduced in areas CA1 and CA3 but displayed a much
larger decrease in area CA2 (Figure 7C). We found that the
initial interaction time between the subject mouse and a novel
mouse did not differ between ChABC- and vehicle-injected-
mice, suggesting that sociability is not affected by reducing the
PNN in area CA2. In mice injected with saline, a significant
decrease in the interaction time was observed during trial 2
(Figure 7D; n = 10), and a further decrease was observed in trials
3 and 4. For mice injected with ChABC, no significant decrease
in interaction time between the subject mouse and the familiar
mouse was observed, even during trial 4 (Figure 7D; n = 12).
Therefore, these results indicate that digestion of the PNN in
area CA2 is sufficient to prevent social memory formation.

Because we cannot exclude that a small-level PNN degrada-
tion in areas CA1 or CA3 could also contribute to the behavior,
we performed two hippocampal-dependent but CA2-indepen-
dent tasks after ChABC injection in area CA2. First, we moni-
tored the distance traveled in an open field and the time spent
in the center of the arena. We found that the total distance was
not different between saline- and ChABC-injected mice (PBS:
n = 6; ChABC: n = 8, p = 0.62). Similarly, the time spent in the
center was not different between saline- and ChABC-injected
mice (PBS: n = 6; ChABC: n = 8, p = 0.081). These data suggest
that both general locomotor activity and anxiety are not altered
following PNN degradation in area CA2. Next, we performed a
novel object location task. During acquisition of the task, both
saline- and ChABC-injected mice spent the same amount of
time exploring the two different objects (PBS: n = 6, p = 0.26;

ChABC: n = 8, p = 0.28). During the test, both PBS- and
ChABC-injected mice spent significantly more time exploring
the displaced object compared to the fixed object (Figure 7E;
PBS: p = 0.03; ChABC: p = 0.00079). Therefore, this result sug-
gests that the impairment in social memory formation after
ChABC injection was the result of the PNN digestion in area
CA2 and not in areas CA1 or CAS.

We have shown that PNN integrity in area CA2 is required for
iLTD induction. However, we employed a second strategy to
target area CA2 in order to rule out alterations of DOR-meditated
plasticity in area CAS3, as there is a high expression of DORs in
inhibitory neurons in area CA3 (Erbs et al., 2012), and CA3 has
recently been implicated in the encoding phase of social memory
(Chiang et al., 2018). In contrast to a previous study (Leroy et al.,
2017), we found that DPDPE application induced a large and
significant decrease in inhibitory transmission in CA3 PNs (Fig-
ure S5; n = 5, p = 0.005), along with an increase in the PPR
(n = 5, p = 0.02), consistent with a presynaptic action of the
DOR on GABA release. Our second strategy took advantage of
the binding of adeno-associated viruses (AAVs) to glycan re-
gions of host cell receptors (Mietzsch et al., 2014). The PNN pre-
sent in area CA2 is particularly rich in proteoglycans and sialic
acids (Bruckner et al., 2003), and we harnessed this aspect of
the extracellular matrix to knockout DOR receptors selectively
in area CA2. We used a DOR-flox mouse line (Orpd1 ¥ and per-
formed a very small volume targeted injection to area CA2 of an
AAV serotype 5 virus expressing GFP-tagged Cre recombinase
(AAV5-cre-GFP) or control virus expressing GFP (AAV5-GFP).
Then, 6 weeks after viral injection, we tested the performances
of the social memory and novel object location tasks. Following
the behavioral testing, the specificity of the viral infection was
confirmed post hoc (Figure 7F). Behavioral data were only
used from animals that had injections properly targeted to area
CA2. The viruses led to GFP expression in PCP4-expressing
PNs as well as putative INs in area CA2, as these cells were
smaller in size and PCP4 negative, yet located within the
PCP4+ region (Figure 7F).

Mice injected with the control virus displayed a learning curve
similar to that of the control mice, with a large decrease in
interaction time observed during trials 2-4 and a rebound of
interaction during trial 5 (Figure 7G; n = 7). In mice injected

Figure 7. Social Memory Matures in Parallel to the iLTD and Requires the PNN Integrity in CA2

(A) Left: illustration of the experimental protocol used to test social memory formation. Right: illustration of the experimental protocol used to perform novel object
location task (NOL).

(B) In P60 mice, investigation time decreased during successive exposures and was significantly lower in trials 3 and 4 (n = 8) compared to trial 1. In P28 mice, no
significant decrease in interaction time was observed in trials 2-4 (n = 10). Right panel shows the normalized investigation time at P60 and P28.

(C) Staining for the PNN (green) and for the CA2 marker PCP4 (red) in mice injected with ChABC or saline solution (PBS). Right: a large decrease in the PNN
staining in area CA2 is observed in mice injected with ChABC. Scale bar: 100 um.

(D) Mice injected with PBS show a normal decrease in interaction time in trials 2-4 (n = 10). The interaction time did not decrease on trial 2-5 as compared to trial 1
for mice injected with ChABC (n = 12). The normalized values for the interaction time show that a significant decrease in interaction was observed in PBS-injected
mice on trials 2-4, whereas no significant change was observed in mice injected with ChABC.

(E) Both PBS- and ChABC-injected mice display a preference for the displaced object in the NOL task.

(F) Staining for GFP (green), PCP4 (red), and Cre (white) in DOR-flox mice injected with AAV GFP or AAV cre-GFP in area CA2. Higher magnifications are shown on
the right. Arrows show GFP-positive, PCP4-negative neurons (putative INs). Note the nuclear localization of the cre-GFP signals in AAV cre-GFP-injected mice.
Scale bar: 50 pm.

(G) Mice injected with AAV GFP show a large decrease in interaction time in trial 2 and a significant decrease in trials 3 and 4 (n = 7). In contrast, mice injected with
AAV cre-GFP (n = 8) only show a significant decrease in interaction time in trial 4, indicating that acquisition of social memory is delayed.

(H) Both AAV GFP- and AAV cre-GFP-injected mice display a preference for the displaced object in the NOL task. Error bars show SEM.
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with AAV-cre-GFP, a significant decrease in interaction time
between the subject and the familiar mouse was observed
only during trial 4 (Figure 7G; n =9). To ensure that CA2-indepen-
dent but hippocampal-dependent tasks were not affected by
the viral injection, we also looked at the open field and the novel
object location tasks. In the open field task, both AAV-cre-GFP
and AAV-GFP mice traveled the same distance in the arena
(AAV-GFP: n = 7; AAV-cre-GFP: n = 9, p = 0.221) and
spent the same amount of time in the center (AAV-GFP: n = 7;
AAV-cre-GFP: n = 9, p = 0.397). In the novel object location
task, both AAV-cre-GFP and AAV-GFP mice spent similar
amounts of time exploring the two novel objects (AAV-GFP:
n=7, p=0.20; AAV-cre-GFP: n = 9, p = 0.82). Both mice also
spent more time exploring the displaced object (Figure 7H;
AAV-GFP: p = 0.026; AAV-cre-GFP: p = 0.006). Altogether, these
data show that preventing DOR-mediated plasticity in area CA2
did not alter general locomotor activity and anxiety. However, the
lack of the DOR in area CA2 delays the acquisition of social
recognition memory.

DISCUSSION

In this study, we show that the DOR-mediated plasticity of GABA
release from PV+ INs in area CA2 has a reversed developmental
profile compared to many forms of plasticity. Its emergence at
the end of adolescence coincides with the maturation of the
PNN and ErbB4 signaling at PV+ IN synapses, and both the
PNN and ErbB4 are required for the induction of the plasticity.
Furthermore, we provide evidence that DOR-mediated plasticity
plays a facilitatory role in social memory formation and emer-
gence of this memory at the end of adolescence.

Model for DOR-Mediated iLTD at PV+ IN to PN Synapses
We propose the following model for iLTD induction (Figure S6). In
juvenile mice, the action of DOR activation is transient, and
transmission recovers to basal levels upon washout of the
agonist or 10-15 min after tetanus; ErbB4 is either not expressed
at the synapse, or it is expressed but its activation is not linked
to GABA release. In adult mice, PV+ INs that express DORs
also express ErbB4; ErbB4 activation controls GABA release
and in basal conditions is activated by endogenous NRG1. After
the HFS, GABA release is reduced through the DOR activation.
The tetanus also leads to a loss of ErbB4 activation, either
through a direct link between the DOR and ErbB4 or through a
change in the availability of soluble NRG1. The loss of positive
action of ErbB4 can then maintain the depression of GABA
release, thus leading to iLTD. Reactivation of ErbB4 with exoge-
nous NRG1 just after the tetanus restores GABA transmission
and prevents iLTD. The PNN appears to play a critical role in
iLTD induction by allowing ErbB4 to be activated by NRG1. After
PNN degradation, blockade of ErbB4 has no effect on GABA
transmission, and the iLTD cannot be induced and is likely
occluded. Other manipulations that decrease GABA release
from PV+ INs, such as the DOR agonist application or direct
ErbB4 blockade, also occlude the iLTD. Therefore, these data
highlight a critical role of PNN maturation around PV+ IN synap-
ses in the emergence of the iLTD, likely by allowing ErbB4 action
on GABA release.

PNN Maturation during Late Adolescence Controls the
Emergence of Plasticity at PV+ Synapses in Area CA2
Several studies have reported an increase in the PNN staining
during postnatal hippocampal development (Carstens et al.,
2016; Horii-Hayashi et al., 2015; Yamada and Jinno, 2013).
Here, we report an increase in the PNN likely associated with
inhibitory terminals on CA2 PNs during late adolescence. It
was initially proposed that the PNN around CA2 PN soma could
be associated with inhibitory synapses from basket cells (Celio,
1993). More recently, it was proposed that the PNN around
CA2 PNs serves to regulate excitatory transmission and plas-
ticity during early postnatal development (Carstens et al,
2016). The soma of hippocampal PNs is virtually devoid of
excitatory synapses and is instead surrounded by inhibitory ter-
minals from basket cells (Megias et al., 2001). In area CA2, the
fraction of basket cell terminals from PV+ INs around the soma
of PNs is much higher than in areas CA1 or CA3 (Ribak et al.,
1993). Therefore, we postulate that the PNN around the soma
of CA2 PNs is associated with inhibitory synapses from PV+ cells
and, thus, would be able to influence GABA release. In agree-
ment with this idea, we found that degradation of the PNN pre-
vents DOR-mediated iLTD induction, a plasticity known to occur
at pre-synaptic terminals of PV+ INs (Piskorowski and Cheva-
leyre, 2013). DOR receptors are expressed at synaptic terminals
of PV+ INs (Rezai et al., 2012), and we show that PNN degrada-
tion strongly reduces the effect of their activation on GABA
release. Finally, we found that endogenous activation of ErbB4
is required for iLTD induction and controls both the amplitude
of evoked IPSCs and the frequency of mIPSCs. Therefore, these
data demonstrate that the PNN-associated signaling through
ErbB4 is involved in controlling the release of GABA from PV+
IN terminals.

Inhibitory transmission from PV+ INs onto CA2 PNs displays
a long-term depression mediated by DOR activation (Piskorow-
ski and Chevaleyre, 2013). We show that this plasticity is not
expressed in juvenile mice but shows a steep increase after
P30. These data are in sharp contrast to many forms of plasticity
that are prominent during postnatal development but are
considered constrained by maturation of the PNN at the end of
adolescence. For instance, maturation of the PNN has been
shown to be a break for plasticity in the cortex and to control
the end of the critical period (Hensch, 2005). Our data suggest
that components of the PNN can also have a permissive role
for synaptic plasticity by supporting the iLTD induction in area
CA2. Several results strongly suggest that maturation of the
signaling through the PNN is required for the emergence of
iLTD: (1) the intensity of the PNN staining associated with inhib-
itory basket terminals in area CA2 shows a large increase in
intensity after P30; (2) PV+ cells that express the PNN-associ-
ated ErbB4 also express DORs; (3) disrupting PNN integrity in
adults also disrupts iLTD induction; and (4) signaling through
ErbB4/NRG1 controls the probability of GABA release in adults
but not in young mice and is required for iLTD induction.
Together, these data show that in contrast to many forms of
plasticity that are constrained by maturation of the PNN at the
end of adolescence, signaling within the PNN can be permissive
for the emergence of new plasticity and potentially higher cogni-
tive functions.
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The Role of Plasticity at PV+ Synapses in Area CA2 in
Social Memory Formation

Area CA2 plays a critical role in social memory formation. This
form of memory is impaired when tetanus toxin is expressed in
CA2 PNs (Hitti and Siegelbaum, 2014), indicating that transmis-
sion from CA2 PNs is required. In agreement, social memory is
also impaired in a mouse model of the 22g11.2 deletion syn-
drome, where excitability of CA2 PNs is strongly reduced (Pis-
korowski et al., 2016). Normally, CA3 inputs are unable to drive
AP firing in CA2 PNs because of the large feed-forward inhibition
between areas CA3 and CA2 (Chevaleyre and Siegelbaum,
2010; Kohara et al., 2014; Piskorowski and Chevaleyre, 2013).
However, following iLTD induction in area CA2, CA3 inputs are
able to drive AP firing in CA2 PNs (Nasrallah et al., 2015).
Because excitatory CA3-CA2 inputs do not express activity-
dependent long-term-potentiation (LTP) (Zhao et al., 2007), it
is likely that plasticity at inhibitory synapses represents a
primary means of modulating the excitability of CA2 PNs. Our
data provide evidence that iLTD may play an active role in
social memory formation. (1) Social memory matures at the
same time as the iLTD. The lack of social memory in juvenile
mice is not just a generalized inability to learn because mice at
this age or even younger have been shown to learn diverse
tasks such as spatial memory (Ainge and Langston, 2012) or
contextual fear conditioning (Pattwell et al., 2013). These tasks
are dependent on the hippocampus, but they are independent
of area CA2 (Hitti and Siegelbaum, 2014). (2) We show that
localized degradation of the PNN in CA2, a manipulation that
impairs iLTD induction, also impairs social memory formation.
(8) We provide evidence that selective removal of DORs in area
CA2 also affects social memory formation. In contrast to PNN
degradation, this manipulation did not fully block social memory.
Several explanations can be put forward to explain this differ-
ence. In particular, PNN degradation can alter the excitability
of PV+ INs (Bozzelli et al., 2018; Hayani et al., 2018) in addition
to preventing iLTD induction. Therefore, it is likely that PNN
degradation will result in a stronger impairment of PV+ IN phys-
iology than just selective knockout of DORs. The reduced social
memory that we observed after the DOR removal is consistent
with the decrease observed after the DOR antagonist injection
in CA2/CA3 (Leroy et al., 2017). However, using a five-trial social
memory test instead of two trials only, we were able to show that
the interaction times during the second and third trials were
altered, but the interaction time was normal during the fourth
trial. Therefore, these data indicate that social learning is slower
in mice lacking a DOR in area CA2, but these mice are still able to
form normal social memory.

The data presented here are not only relevant for under-
standing the mechanisms involved in the emergence of new
cognitive functions at the end of adolescence, but they also
provide valuable insights on potentially relevant alterations
occurring during pathologies. Multiple post-mortem studies
have demonstrated that area CA2 is particularly susceptible
during psychiatric diseases and neurodegenerative disorders
(Chevaleyre and Piskorowski, 2016). Furthermore, several
studies have reported that the PNN and ErbB4 signaling are
altered during schizophrenia and Alzheimer’s disease (Berretta
et al., 2015; Iwakura and Nawa, 2013; Soleman et al., 2013).
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The PNN contains neurotrophic factors and is neuroprotective
for PV+ INs against oxidative stress (Cabungcal et al., 2013).
Therefore, a deficit in signaling through the PNN may underlie
the decrease in PV+ IN density observed during these pathol-
ogies. In area CA2, we show that the PNN is also likely located
between the axon terminal of PV+ INs and the soma of PNs,
where it can control synaptic transmission and the plasticity
of GABA release. A large fraction of this PNN matures at
the end of adolescence in parallel to the control of GABA
release mediated by endogenous ErbB4 activation. Therefore,
it is possible that an impaired signaling within the PNN may
underlie the decrease in inhibitory transmission and plasticity
that we observed in a mouse model of the 22g11.2 deletion
syndrome, the highest genetic risk factor for developing
schizophrenia in humans (Karayiorgou et al., 2010; Piskorow-
ski et al., 2016). In agreement with this, both NRG1 and ErbB4
have been linked to schizophrenia (Buonanno, 2010), and
removing ErbB4 from fast-spiking INs is sufficient to cause a
schizophrenia-like phenotype (Del Pino et al., 2013). Further-
more, it has been proposed that signaling through NRG1
and ErbB3/4 is involved in social memory (Moy et al., 2009).
Our data suggest that this effect could be mediated through
plasticity at inhibitory synapses in area CA2, and this pathway
might be altered during schizophrenia.

Altogether, our data show that the maturation of the PNN
and of ErbB4 signaling is a prerequisite for the emergence
of plasticity at PV+ IN synapses in area CA2. Furthermore,
the data also provide evidence that the late maturation of
inhibitory plasticity in area CA2 might be involved in emer-
gence of higher cognitive processes such as social memory
formation.
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA)- Sigma Aldrich L1516-2mg lot#SLBL4991V

biotinylated

Rabbit anti-parvalbumin antibody Swant PV27; RRID: AB_2631173

Mouse monoclonal HER-4 antibody Invitrogen Catalog # MA5-12888 lot#RG2240715;
RRID: AB_10986112

Mouse monoclonal anti-RGS14 antibody Neuromab catalog # 75-170 (RRID: AB_2179931)

Polyclonal chicken anti-GFP antibody Abcam Ab13970, lot:GR236651-10; RRID: AB_300798

Rabbit polyclonal anti-purkinje cell protein 4  Santa Cruz Cat# sc-74816; RRID: AB_2236566

(PCP4)

Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-
Absorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor 647

Alexa-546 streptavidin conjugate
Alexa-647 streptavidin conjugate
Dylight 549 Strepavidin

Cy3 tagged goat anti-rabbit
Alexa-647 goat anti-mouse
Alexa 488 goat anti-chicken

ThermoFisher Scientific

Life Technologies

Life Technologies

Vector Labs

Jackson ImmunoResearch
Life Technologies

Life Technologies

Cat# A-31573; RRID: AB_2536183

S$11225 lot#1873983; RRID: AB_2532130
S§21374 lot#1596042; RRID: AB_2336066

Cat# SA-5549; RRID: AB_2336408

RRID: AB_2338000

Cat # A21240 lot#1885955; RRID: AB_2335809
A11039 lot#1812246; RRID: AB_2534096

Bacterial and Virus Strains

AAV serotype 5 virus expressing GFP-
tagged cre recombinase

AAV serotype 5 virus expressing GFP used
as control virus expressing GFP

University of North Carolina Vector Core

University of North Carolina Vector Core

Serotype 5, AAV-CMV-cre-GFP

Serotype 5, AAV-CMV-GFP

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

rhMRG1-B1/HRG1- 1 EGF domain
Chondroitinase ABC from Proteus vulgaris
CGP 55845 hydrobromide

SR 95531 hydrobromide

AG1478- ErbB4 antagonist

PKI 14-22 amide, myristoylated

D-AP5

DPDPE

NBQX

R&D Systems
Sigma-Aldrich
Tocris

Tocris

Tocris

Tocris

Hello bio
TOCRIS

Hello bio

Cat# 396-HB/CF lot ACD1514072
Cat# C3667

Cat# 1248 10mg batch: 6A/149745
Cat# 1262 10mg bact:10A/150171
Cat# 1276 lot 2A/191529

Cat# 2546 batch 6B,C
HB0225-100mg batch:E0267-4-1
Cat#1431/1mg batch:9A, 10A, 11A,
HB0225-100mg batch E0714-4-2

Experimental Models: Organisms/Strains

Mouse model: C57BL/6J
Mouse model: C57BL/6SJL

Mouse model: DOR-flox (Orpd1 ¥f) Mouse
model: DOR-EGFP

Janvier Labs
Charles River France

Dominique Massotte, CNRS UPR3212, Team
Neuroanatomy, pain & psychopathologies

N/A
N/A
N/A

Software and Algorithms

ImagedJ- Used for all image analyzing and
quantification

Axograph X software for data acquisition
pClamp10- data acquisition

Origin Pro- data analysis

GraphPad Prism version 6.00 for Mac OS

ImageJ

Axograph
Molecular devices
Origin Lab
GraphPad Software

https://imagej.net/Welcome

https://axograph.com
https://www.moleculardevices.com
https://www.originlab.com

https://www.graphpad.com
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LEAD CONTACT AND MATERIAL AVAILABILITY

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Vivien
Chevaleyre (vivien.chevaleyre@parisdescartes.fr). This study did not generate new unique reagents.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Electrophysiology experiments
All experiments were performed on C57B6 male mice.

Behavioral experiments

C57B6J male mice (Charles River, France) were used for behavioral experiments. They were housed in groups of five since weaning
at P21 in standard breeding cages with food and water ad libitum, and were placed at a constant temperature (23 + 1°C) under diurnal
conditions (light-dark: 8:00AM-8:00PM). Mice were tested during the first half of the light period.

Immunohistochemistry
Histology experiments were performed on wild-type C57BL/6J or on DOR-EGFP mice.

METHOD DETAILS

Slice preparation

400 pum transverse hippocampal slices were prepared from C57BL/6Rj male mice. Animals were euthanized in accordance with insti-
tutional regulations under anesthesia with isofluorane. Hippocampi were removed and placed upright into an agar mold and cut with
a vibratome (Leica VT1200S, Germany) in ice-cold solution containing (in mM): 10 NaCl, 195 sucrose, 2.5 KCI, 15 glucose,
26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4, 1 CaCl2 and 2 MgCI2). The slices were then transferred to 30°C artificial cerebral spinal fluid
(ACSF), (in mM: 125 NaCl, 2.5 KCI, 10 glucose, 26 NaHCOS3, 1.25 NaH2PO4, 2 Na Pyruvate, 2 CaCI2 and 1 MgCI2) for 30 min
and kept at room temperature for at least 1.5 hr before recording. For experiments using digestion of the PNN, slices were further
incubated in a separate chamber with either Chrondroitnase ABC (2 U / mL; Sigma) and 0.1% bovine serum albumin (BSA) in
ACSF, or with 0.1% BSA in ACSF for 2 hours. All experiments were performed at 33°C.

Electrophysiological recordings and analysis

Whole-cell recordings were obtained from CA2 PNs in voltage clamp mode with a patch pipette (3-5 MQ) containing (in mM): 135
CsMethylSulfate, 5 KCI, 0.1 EGTA-Na, 10 HEPES, 2 NaCl, 5 ATP, 0.4 GTP, 10 phosphocreatine; pH 7.2; 280-290 mOsm). Series
resistance (typically 12-18 MQ) was monitored throughout each experiment and cells with more than 15% change were excluded
from analysis. Before beginning whole cell experiments, we identified the CA2 PNs by somatic location and size. Furthermore,
the cell type was confirmed by several electrophysiological properties as previously described (Chevaleyre and Siegelbaum,
2010). Cells were also filled with biocytin and post hoc labeling of filled cells and imaging was performed to confirm CA2 recording
when necessary.

Synaptic currents were evoked by mono-polar stimulation with a patch pipette filled with ACSF and positioned in the middle of CA1
SR. The amplitudes of the IPSCs were normalized to the baseline amplitude. A HFS (100 pulses at 100Hz repeated twice, 20 s apart)
was applied following stable baseline. The magnitude of plasticity was estimated by comparing averaged responses at 30-40 min
after the induction protocol with baseline-averaged responses from 0 to 10 min before the induction protocol. We used pClamp10
and Axograph X software for data acquisition and Origin Pro for data analysis. Statistical comparisons were performed using
Student’s t test, ANOVA, Wilcoxon, Mann-Witney or Kruskal-Wallis where appropriate. All drugs were bath-applied following dilution
into the external solution from concentrated stock solutions. Results are reported as mean + SEM.

Immunohistochemistry

For histology experiments, wt C57BL/6J at P17, P22, P29, P35 and P50 were anesthetized according to institutional regulation and
transcardially perfused with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) followed by 4% paraformaldehyde in PBS. DOR-EGFP mice
were anesthetized with pentobarbital and perfused with ice-cold 4% paraformaldehyde at 20 ml/min for 5 min. The brains were
dissected, post-fixed and 30 um floating coronal sections were prepared with a Leica 1000S vibratome. 8 serial sections were
selected spanning bregma —1.8 to —2.1. Sections were permeabilized in PBS + 0.2% Triton, followed by incubation in blocking
solution (PBS+0.2% Triton + 3% normal goat serum). Primary antibody incubation was carried out in blocking solution overnight
at 4°C. A rabbit anti-parvalbumin antibody (Swant) was used at a dilution of 1:2000, the mouse monoclonal anti-RGS14 antibody
(Neuromab) was used at dilution of 1:300. GFP-DOR signal was amplified with a polyclonal chicken anti-GFP (Abcam) at a dilution
of 1:10000, and ErbB4 was stained with the mouse monoclonal HER-4 antibody (Invitrogen) at a dilution of 1:300. The PNN was

e2 Cell Reports 29, 1099-1112.e1-e4, October 29, 2019


mailto:vivien.chevaleyre@parisdescartes.fr

stained with Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA)-biotinylated (Sigma) diluted at 1:1,000 followed by either alexa-555 streptavidin
(Life Technologies) or alexa-647 streptavidin (Life Technologies) diluted at 1:500. Secondary antibodies were carried out in block so-
lution for 4 hours. Secondary antibodies were Cy3 tagged goat anti-rabbit (Jackson ImmunoResearch), alexa-647 tagged goat anti-
mouse (Life Technologies), Alexa 488 rat anti-chicken (Life Technologies) all diluted at 1:800.

Images were collected with a Zeiss 710 laser-scanning confocal microscope. Z series images consisting of three channels were
collected every 0.9 um over a total distance of 30 um per slice. RGS14 staining alone was used to define area CA2. All image analysis
and quantification was performed with ImagedJ.

Stereotaxic injection

For PNN degradation, male mice (7-8 weeks old, Charles River, France) were anaesthetized with isoflurane (2%-5%) and placed in a
stereotaxic apparatus (Kopf). Each mouse was submitted to two bilateral injections into the area CA2 of dorsal hippocampus
(—1.1 mm anteroposterior, + 0.6 mm mediolateral and —2.00 mm dorsoventral, and —1.98 mm anteroposterior, + 2.3 mm mediolat-
eral and —2.05 mm dorsoventral, relative to bregma) of 100 nL of a solution with ChABC (50 U/ml, Sigma, n = 12 mice), or a vehicle
solution (phosphate buffer saline 0.1 M, PBS, n = 10 mice). Lidocaine was applied on the flesh before suturing the skin. The animals
were then allowed to recover for a week before behavioral testing. To selectively knockout DOR in area CA2, DOR-flox mice (line
Orpd1 " REF) were submitted to two bilateral injections into area CA2 of 100 nL of rAAV5-hSyn-eGFP or rAAV5-hSyn-Cre-eGFP
solution. Lidocaine was applied on the flesh before suturing the skin. The animals were submitter to behavioral testing 6 weeks after
viral injection.

Behavioral experiments

A total of 40 C57BL/6J male mice (Charles River, France) were used for behavioral experiments. They were housed in groups
of five since weaning at P21 in standard breeding cages with food and water ad libitum, and were placed at a constant temperature
(23 + 1°C) under diurnal conditions (light-dark: 8:00AM-8:00PM). Mice were tested during the first half of the light period, and
the experiments were performed in strict accordance with the recommendations of the European Union (86/609/EEC) and the
French National Committee (87/848). For five-trial social memory test (Kogan et al., 2000), each mouse was first placed for
10 min habituation in a large chamber (25x35 cm) with an empty cylindrical small cage placed in the center (8 cm diameter). Then
a stimulus mouse, from same age and sex, but never encountered before, was introduced in the small cage for four successive trials
of 5 min (ITI 10 min). On the fifth trial, a novel stimulus mouse was introduced. The direct interactions were scored online by the exper-
imenter. All apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol between animals. Mice were sacrificed 3 hours after
the social memory test.

Locomotor activity was analyzed during the habituation session of the novel object location task (see below). Each animal was
allowed to explore a circular open-field (62 cm diameter, 40 cm-high wall) for 10 minutes. The distance moved in the open field
was measured by means of video tracking software (EthoVision XT, Noldus).

The object location test addresses the ability of mice to discriminate between a novel and a familiar spatial location in an open-field
with a visual cue (striped pattern). During acquisition, two identical objects were placed in the middle of the open-field. The mice were
allowed to explore for 10 min during which the time spent exploring the two objects was recorded. In the test phase held 3 hours later,
identical copies of the sample objects were exposed and one of the two objects was moved to a novel location. The position (left or
right) of the displaced object was chosen pseudorandomly to reduce bias toward a particular position. Mice were allowed to explore
the objects during 10 min. All apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol between animals.

Post hoc histological analysis

Mice were administered pentobarbital before being flush-perfused transcardially with normal saline for 45-60 s. The brains were
removed and bisected, then drop-fixed in 4% PFA/PB 0.1M for 48 hours at 4°C, and transferred into a 30% sucrose solution with
0.1% sodium azide for at least 2 days. Coronal sections of 30 pm were prepared with a sliding microtome (Leica SM2010R) equipped
with a freezing stage (Physitemp BFS-3MP). A series of free-floating sections, from bregma —0.6 to —3.0 and of 150 um apart, was
used for PCP4 and WFA stainings. Sections were rinsed extensively in PBS with 0.25% Triton X-100 (PBST) before being placed for
15 min in a PBS solution with 3% H202 and 10% methanol. After two washes in PBST, the sections were transferred in a 10% normal
donkey serum (NDS) in PBST blocking solution for 1 hour. The sections were then incubated overnight at room temperature in a
PBST/10% NDS solution containing the rabbit anti-PCP4 antibody (Santa Cruz; 1:250) and the Wisteria Floribunda Agglutinin
(WFA)-biotinylated (Sigma; 1:1,000). The next day, sections were incubated for 90 min in a PBST/10% NDS solution with secondary
antibody donkey anti-rabbit Alexa 647 (Molecular Probes; 1:250) and streptavidin-TRITC (Molecular Probes; 1:500). For histological
control of injections and measurements of PNN degradation, 4 hemi-sections were analyzed per animal. PCP4 staining was used to
define area CA2. Images were collected with a Leica DM600B fluorescence microscope, and image analysis and quantification were
performed with Imaged and Fiji plugin.
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

We used pClamp10 and Axograph X software for data acquisition and Origin Pro and GraphPad Prism for data analysis. Statistical
comparisons were performed using Student’s t test and ANOVA. When the distribution was not normal, we used non-parametric test
(Wilcoxon and Mann-Whitney test, see Table S1). Statistical significance was set to p < 0.05 (*** indicates p < 0.001, ** indicates p <
0.01, * indicates p < 0.05). Data are reported as mean + SEM. Error bars shown in figures represent SEM.

DATA AND CODE AVAILABILITY

This study did not generate datasets and code.
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Nomenclature

AD Alzheimer's disease

AED Antiepileptic drug

APP Amyloid precursor protein

AP Beta-amyloid

CSF Cerebrospinal fluid

DMN Default mode network

E/I Excitation/inhibition

EEG Electroencephalogram

FAD Familial forms of Alzheimer’s disease
GSI Gamma secretase inhibitor

GSM Gamma secretase modulator

LEV Levetiracetam

MCI Mild cognitive impairment

NSAID Nonsteroidal antiinflammatory drug
PDGF B Platelet derived growth factor
PET Positron emission tomography

PS1 Presenilin-1

PS2 Presenilin-2

PV Parvalbumin

SOM Somatostatin

VGSC Voltage-gated sodium channel

Introduction

Aging goes with cognitive decline, which sometimes results from pathological insults. Among these insults, Alzheimer’s disease
(AD) is nowadays certainly the most prevalent neurodegenerative disease among the aging population worldwide. AD was first
described by Dr. Alois Alzheimer in 1906. His description included various behavioral disruptions such as memory deficits, disori-
entation, aphasia and unpredictable behaviors. At the anatomical level, AD patients were found to exhibit a thinning of the cerebral
cortex, associated with a widening of the lateral ventricles. Moreover, at the neuropathological level, Dr. Alzheimer reported the
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presence of extracellular plaques, now known to be formed by the aggregation of the beta-amyloid (AB) peptides. Another hallmark
of the disease is the formation of neurofibrillary tangles due to the hyperphosphorylation of Tau proteins inside the neurons.
Whether and how these anatomical markers can be linked to the associated cognitive deficits observed in AD patients remain
key questions to tackle. In this context, the generation and use of mouse models have proven to be highly relevant for testing
hypotheses about the physiopathological mechanisms leading to the development of AD. Over the last decades, these models
have guided a myriad of research efforts including preclinical studies and clinical trials. However, the successive failures of clinical
trials that were designed based on these models, have today precipitated their calling into question. In this article, we present an
overview of how these models have contributed to the understanding of the disease, highlighting their limitations but also empha-
sizing the new and still open opportunities they have provided.

Design of Alzheimer’s Disease Mouse Models

There are two types of AD: the familial and the sporadic forms. The sporadic form developed by the vast majority of AD patients,
about 95% of the cases, is late-onset, and has a multifactorial origin. The remaining 5% of AD cases exhibit one of the early-onset
familial forms of AD (FAD). All FAD cases are caused by either autosomal dominant genetic mutations of APP, PSEN1, or PSEN2
genes (Gotz et al,, 2018). All of these mutations affect genes involved in the proteolytic pathway of the Amyloid Precursor Protein
(APP), resulting in the overproduction of AB peptides. Today, more than 33 FAD-mutations have been described on the APP gene.
PSENT and PSEN2 genes code for presenilin-1 (PS1) and -2 (PS2), respectively. These proteins are part of the enzymatic complex of
the gamma-secretase, which is also involved in the production of AB. Indeed, postmortem observations of the brain of both sporadic
AD or FAD patients show a strong accumulation of amyloid B peptides. These observations led Hardy and Higgin to expose in 1992
the amyloid cascade hypothesis stating that AR accumulation is at the origin of the disease, from neuronal dysfunction to dementia
(Hardy and Higgins, 1992).

Mouse models of AD are designed based on this amyloid cascade hypothesis. With age, wild-type mice never develop spon-
taneous AD-like pathology. In fact, murine APP produces lower levels of AB and has a lower aggregation capacity even after over-
expression of APP (Jankowsky et al., 2007). In contrast, introducing into the mouse genome one or several human APP, PSEN1, or
PSEN?2 genes harboring one or several FAD-linked mutations results in high levels of A peptides associated with changes resem-
bling AD pathology. Thus, mice harboring FAD-linked mutations turn out to exhibit symptoms and signs of the disease. We
present below the transgenic lines that have been the most studied because they recapitulate much of the amyloid pathology
seen in human AD.

The first transgenic AD mouse model, the PDAPP mouse, was reported in 1995 (Games et al., 1995). These mice overexpress the
human APP gene (hAPP) harboring the Indiana mutation involved in FAD. As a result, they produce high A levels from early age
on, and display cognitive deficits including recognition memory, working memory (Dodart et al., 1999) and spatial memory
(Daumas et al., 2008).

The same year, the Tg2576 model was developed. This model accounts among the most studied AD models during the past two
decades (Isiao et al.,, 1995). Tg2576 mice express the human APPg95 gene carrying the FAD-linked Swedish double-mutation
(APPgye). Overexpression of this mutated hAPP induces a slow progression of the pathology comparable to that observed in human
patients with sporadic AD, thus allowing to study biological markers at early stages of the pathology. Tg2576 mice develop virtually
no neurofibrillary tangles nor significant neuronal loss, and could indeed be considered as a partial model of AD (Westerman et al.,
2002). The age-dependent increase of AB in the brain of these mice results in the establishment of extracellular amyloid plaques in
the cortex and hippocampus at 10-12 months of age (Kawarabayashi et al., 2001). At 18 months of age, these plaques are sur-
rounded by neuronal loss, reactive astrogliosis and hyperphosphorylated tau. At the behavioral level, deficits in spontaneous alter-
ation task and spatial memory were reported in Tg2576 mice by 3 months of age, i.e., long prior to amyloid plaques formation, and
progressive age-related cognitive impairments are observed thereafter (King et al., 1999). The Tg2576 model is one of first mouse
line which allowed demonstrating that while amyloid plaques define AD, they correlate poorly with the cognitive impairments
associated with AD. Instead, it has been demonstrated that the presence of high levels of soluble AB species is responsible for
memory deficits in Tg2576 mice (Lesne et al., 2006).

Another frequently studied mouse transgenic line is the hAPPJ20 (Mucke et al., 2000). These mice also combine the Swedish and
Indiana mutations of the human APP gene, but its expression is regulated by the platelet-derived growth factor B (PDGFB)
promoter. Amyloid deposition occurs at 5-7 months of age in the hippocampus and neocortex of hAPPJ20 mice, which exhibit
age-related formation of AB plaques starting at 8—10 months of age (Mucke et al., 2000). Aberrant behaviors in hAPPJ20 mice
such as locomotor hyperactivity and impairments in the object recognition task, have been reported as early as 2-3 months of
age (Harris et al., 2010). Interestingly, cognitive impairments of hAPPJ20 mice have been correlated to the reduction of hippo-
campal neuronal activity, reflected by a depletion of calbindin (Palop et al., 2003). In such, hAPPJ20 mice allowed for the first
time to link AB accumulation with impaired neuronal activity, pointing out the AD-linked mechanisms of cognitive alterations
(Palop et al., 2003).

While a large number of transgenic mouse models of AD bear one or several APP mutations, PS1 mutations are the most
commonly recognized causes of early-onset FAD in humans. In fact, PS1 mutations cause APP processing to be shunted toward
amyloidogenic pathway (Vetrivel et al., 2006) (Fig. 1). While transgenic mice expressing human presenilin variants display no
overt pathology, they present the advantage of substantially accelerating and potentiating plaque deposition once crossed with
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Fig. 1 Schematic illustration of the amyloidogenic and nonamyloidogenic pathways. (Center) The amyloid-f precursor protein (APP) is the target of
serial proteolytic cleavages. (Left) The a-secretase is implicated in the neuroprotective, nonamyloidogenic pathway. Its cleavage of APP generates
SAPP-o and the C83 fragment (83-residue C-terminal APP). The proteolysis of the C83 fragment by the gamma-secretase releases the APP intracel-
lular (AICD) and a short fragment called P3. (Right) In the amyloidogenic pathway, the B-secretase cleaves APP to generate SAPP-B and the C99
fragment (99-residue C-terminal APP). Then, the cleavage of C99 by the gamma-secretase produces the AB fragment and the AICD. The accumula-
tion of AB leads to its oligomerization and later to its aggregation into amyloid plaques.

APP transgenic lines. For example, the APPswe/PS1dE9 mice express the Swedish mutation of APP and a secondary transgene,
the exon 9 deletion of PS1 (PS1dE9) (Jankowsky et al., 2001). In APPswe/PS1dE9 mice, the first amyloid plaques appear
between 4 and 6 months of age (Jankowsky et al.,, 2004), and early cognitive disorders are reported at 3 months of age
(Vegh et al., 2014).

Several other transgenic mouse models carrying one or several FAD-linked mutations have been generated in order to study the
development of the pathology within a relatively short time frame. Most information about the characterization of selected AD
mouse models is available (https://www.alzforum.org/research-models:alzheimers-disease).

Although none of these transgenic mice recapitulates the full spectrum of progressive neuropathological and behavioral changes
observed in the human disease, they all show age-dependent amyloid deposition and memory loss. In such, they represent valuable
in vivo systems to understand the neurobiological basis of AD pathology. Depending on the mutations, the promotor used for the
expression of the transgenes, and depending on their number of copies, these mouse models exhibit different time course of the
disease. However, they all have increased levels of soluble AB and amyloid plaque formation associated with age-dependent cogni-
tive deficits.

Over the past decades, these mice have provided strong evidence for the primacy of APP expression and AB deposition in AD
pathology. Importantly, these animal models have also been relevant tools to evaluate whether pharmacological drugs known
to reduce AP production and/or reduce its neurotoxicity in vitro, could also be efficient in vivo, a critical step before advancing
into clinical trials with AD patients.

Encyclopedia of Biomedical Gerontology, 2020, 431-442


https://www.alzforum.org/research-models:alzheimers-disease

434 What’s New on Alzheimer’s Disease? Insights From AD Mouse Models

First Drug Trials Based on Preclinical Studies With AD Models: Targeting A3 Species

The amyloid cascade hypothesis identified the peptide AP as a key player of AD. Studying how A is secreted from APP (Fig. 1) has
led to the identification of molecular targets for the design of candidate drugs against A species. Thus, antibodies directed against
AP were designed in an attempt to directly neutralize the peptide. Remarkably, these drugs turned out to be promising in preclin-
ical trials.

Indeed, the first immunization with anti-Ap antibodies was performed on 6-week-old PDAPP mice, i.e., before the onset of the
disease, and PDAPP mice at 11 months of age, when they exhibit strong cognitive deficits and amyloid plaques (Schenk et al.,
1999). It was found that immunization against AR in young mice basically prevented age-dependent amyloid deposition, while
late immunization significantly reduced levels of soluble AB levels as well as the amyloid plaque load.

Following this pioneer study, two other groups also performed immunization against AR peptide using the APPswe/PS1dE9
(Morgan et al., 2000) and TgCRNDS (Janus et al., 2000) mouse models of AD. In both studies, they reported a halving of the
amyloid burden in the brains of immunized mice, associated with a significant improvement of mice cognitive performances,
even at advanced stages of the pathology. Altogether these findings supported the hypothesis that abnormal AB processing is deci-
sive for AD pathogenesis. Based on these promising data, the first trials in humans were then launched.

Starting in 2000, a phase 1 clinical trial for AN1792 (synthetic AB42 with QS-21 adjuvant) demonstrated tolerability and
a positive response to immunization in patients (Bayer et al., 2005). The study also stated the safety of AN1792 and the need
to enroll larger cohorts of patients to reliably determine the efficacy of the treatment. Hence, a phase 2 study was initiated to
evaluate the efficacy of the immunization with AN1792. However, this clinical trial was suspended in 2002, after 6% of
immunized patients developed meningoencephalitis (Orgogozo et al.,, 2003). Following the failure of this phase 2, the
subjects engaged in phase 1 were included into a follow up study designed to evaluate the potential long-term effects of
AP immunization in AD patients. Interestingly, a significant reduction of the amyloid plaque load was found in the immu-
nized AD patients. However, no evidence of cognitive nor survival improvement was found, suggesting that removal of
amyloid plaques may not be enough to stop AD progression (Holmes et al., 2008). In parallel, 4.6 years after AN1792 immu-
nization, responder patients exhibited a reduced cognitive decline compared to patients receiving placebo, and no cases of
encephalitis were reported (Vellas et al.,, 2009). This study supported the idea that Ap immunization induced long term
cognitive benefits in AD patients.

Other anti-Ap strategies have been tested. For instance, Aducanumab (BIIB037), which binds fibrillary and soluble Ap with high
selectivity, was administrated to 22-month-old Tg2576 mice, reflecting an advance stage of the pathology. A very significant reduc-
tion of soluble and insoluble AB was observed in these mice, as well as a drastic decrease of Ap plaque load (Sevigny et al., 2016). In
the phase 2 of the clinical trial, Aducanumab was demonstrated to reduce AP load in AD patient according to a dose- and time-
dependent manner (Sevigny et al., 2016). Amyloid plaque reduction was associated with a cognitive stabilization of treated
patients, with a tendency toward amelioration (Sevigny et al., 2016). A phase 3 clinical trial was developed to assess the therapeutic
effect of Aducanumab for early AD, giving hope for this therapeutic approach. However, the clinical trial had to be stopped because
of the lack of efficacy in the interim analysis compared to the expected results.

Other strategies have consisted in decreasing soluble AB and amyloid plaque in AD patients. Several preclinical studies have
demonstrated the efficacy of gamma-secretase inhibitors (GSI) to decrease the proteolytic cleavage of APP into Ap. For instance,
the use of LY-411575 in Tg2576 (Das et al., 2012) and in APPswe/PS1dE9 mice (Garcia-Alloza et al., 2009) lowered the
production of soluble AB and reduced amyloid plaque formation. However, the beneficial effect of this GSI is observed
only when administrated during the early stages of the disease, hence before amyloid deposition. Another GSI, the Semagace-
stat was tested in AD patients with the aim to target later stages of the disease. However, Phase 3 of Clinical Trial 3 did not
demonstrate any beneficial effects on cognition and higher doses resulted in serious side effects, including a worsening of func-
tional abilities, skin cancer and infections (Doody et al., 2013). These side effects were likely caused by the interruption of the
other physiological functions of gamma-secretases. Indeed, beside their role in the cleavage of APP, gamma-secretases are
involved in the cleavage of the Notch protein that regulates cell proliferation, differentiation and cell growth (Kopan and Ila-
gan, 2009). Whilst gamma-secretase inhibitors did not keep promises in clinical studies, epidemiological studies showed
a reduced incidence of AD among steady users of nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) have allowed the identifica-
tion of gamma-secretase modulators (GSM) as putative drug candidates for the treatment of AD. Indeed, it was found in vitro
and in vivo that some NSAIDs lower AB42 production in favor of less toxic nonaggregating AB species (e.g., AB37, AB38) by
modulating gamma-secretase activity and without affecting other APP processing pathways or Notch cleavage (Weggen et al.,
2003). The ability of these compounds to reduce AB42 selectively has raised hope in the context of the amyloid cascade
hypothesis of AD. NSAIDs such as R-flurbiprofen (or Tarenflurbil) have been tested in clinical trials. In young Tg2576 mice
mimicking a prodromal stage of AD, chronic administration of R-flurbiprofen improved spatial learning with no significant
effect on brain soluble AB levels (Kukar et al., 2007). However, when administrated in Tg2576 mice at an advanced stage
of the pathology, the drug decreased amyloid plaque load without inducing any spatial learning improvement. Thus, chronic
administration of R-flurbiprofen might exert a preventive effect on AD progression (Kukar et al., 2007), but higher doses might
be used to lower AB42 at later stages of the pathology. However, given the gastrointestinal disturbances induced by NSAIDs,
increasing the dose might become a concern. This dose issue was also pointed out in phase 1 of the clinical trial, where R-
flurbiprofen, although tested at three different doses, had no effect on AB42 levels of healthy subjects (Galasko et al.,
2007). In phase 2, R-flurbiprofen demonstrated a beneficial dose-related effect on cognitive and functional outcomes in
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patients with mild AD (Wilcock et al., 2008). In phase 3, and despite the large cohort of AD patients involved, R-flurbiprofen
did not reduce cognitive decline nor enhance patients’ daily living activities (Green et al., 2009). More recently, a second gener-
ation of GSMs, including NGP 555, has been tested on young prodromal Tg2576 mice. Kounnas and colleagues reported that
treatment with NGP 555 induced spatial and working memory improvement and effectively lowered soluble plasmatic and
cerebral AP in these animals (Kounnas et al., 2017). Importantly, NGP 555 had no effect on Notch signaling nor other critical
substrates, indicating a limited risk to induce cancer (Kounnas et al., 2017). In AD patients, a clinical trial in phase 1 was final-
ized but the results are not yet available (NCT02534480; https://clinicaltrials.gov).

The overall inefficacy of anti-Ap and other drugs designed to reduce AP in AD patients has contributed to discredit the
amyloid cascade hypothesis. In fact, the use of anti-AB in mouse models of AD resulted in substantial reduction in soluble
AP and amyloid plaques together with an improvement of cognitive functions in these animal models. However, when admin-
istrated to AD patients, these anti-Af compounds successfully decreased amyloid plaque load but failed to enhance memory or
cognitive functions. The fact that anti-Ap approaches succeed in limiting the progression of amyloid pathology without amelio-
rating cognitive function, points out the need to intervene at earlier stages of the disease. In this context, the identification of
markers allowing early diagnosis of the pathology has become a priority.

Alzheimer’s Disease Patients Also Present Changes in Their Brain Activity

In contrast to the apparent heterogeneity in the progression of amyloidopathy and cognitive deficits in AD patients, one phenom-
enon has proven to be remarkably consistent, particularly in the early stages of the disease: the alteration of the default mode
network (DMN), as revealed by functional MRI (fMRI). This DMN corresponds to the activation of specific brain structures,
including the precuneus, the posterior cingulate cortex, and the lateral and inferior parietal cortex, during inwardly oriented mental
activity, such as introspection, mind wandering, and daydreaming. In contrast, this network is deactivated during outwardly mental
tasks such as the acquisition and encoding of new information (Raichle et al., 2001). In fact, the task-induced deactivation of DMN
components is critical for encoding and restitution of memory (Sperling et al., 2010). Hence, alteration of DMN activation and
deactivation could participate to the cognitive deficits observed in AD patients. Indeed, fMRI studies revealed hippocampal hyper-
activation and reduced deactivation of DMN during memory encoding in carriers of FAD-related mutations at presymptomatic stage
(Quiroz et al., 2010), as well as in subjects with mild cognitive impairment (MCI) (Bakker et al., 2012). In contrast, during later
stages of AD, the hippocampal formation is hypoactive, deactivation of DMN components is reduced during learning, and the shift
from “resting” to “active” mode is slower (Celone et al., 2006).

For long, hippocampal hyperactivation in prodromal AD and MCI patients has been interpreted as a compensatory mechanism
to counteract emerging cognitive deficits (Putcha et al., 2011). Today, accumulating evidence indicates that this hippocampal hyper-
activation is pathogenic by itself, and might directly impair learning and memory processes (Bakker et al., 2012). These observations
led to the idea that this hyperactivity could reflect events of neuronal hypersynchrony. This hypersynchrony reflects excessive
synchronization of activity of local neuronal populations, resulting in rhythmic discharges of large amplitude that can be observed
on electroencephalographic (EEG) recordings (Fig. 2).
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Fig. 2 Representative electroencephalographic (EEG) traces from a transgenic mouse modeling AD (Tg2576, top), and a nontransgenic mouse
(NTg, bottom). On this EEG segment, the Tg2576 individual displays interictal spikes (black arrows), followed by a seizure (black line) characterized
by high amplitude and high frequency oscillations lasting several seconds, followed by regular low-amplitude oscillations.
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Hypersynchrony and Epilepsy in Alzheimer’s Disease Mouse Models and Patients

The modification of the DMN is only one of the many disturbances of brain activity in AD patients (Sperling et al., 2009). Indeed,
AD condition is strongly associated with aberrant brain network activity, including hypersynchrony and epileptiform activity. In this
context, mouse models of AD have proven to be highly relevant for the understanding of brain network abnormalities and neuronal
dysfunction induced by amyloidopathy.

At first, epileptic phenotype was reported from opportunistic observations of tonic-clonic seizures or myoclonic movements in AD
animals while running behavioral tests. For example, 41% of 24-month-old APP23 mice exhibit tonico-clonicseizures, and 23% of them
present myoclonic movements (Lalonde et al., 2005). Spontaneous epileptic seizures were also observed in the Tg2576 mouse line
(Fig. 2), associated with aberrant behavior, such as repetitive movements, hyperactivity or myoclonic jerks (Hsiao et al., 1995) (West-
mark et al., 2008). These reports were indeed strong cues that AD mice were experiencing dramatic modification of their brain activity.

The first EEG recordings providing indisputable evidence for epileptic activity in AD mouse models were conducted in the
hAPPJ20 line that bears the Swedish and Indiana FAD-linked mutations of hAPP (Palop et al., 2007). These observations led to
the idea that epileptic seizures and/or the remodeling of hippocampal networks induced by these aberrant activities may underlie
AD-associated cognitive decline (Palop and Mucke, 2010). It also suggested that the epileptic phenotype was so far rather under-
estimated in mouse models of AD. Indeed, these findings encouraged longer EEG recordings, leading to the observation that 5-10%
of hAPPJ20 mice have at least one epileptic seizure over 24 h recording period (Verret et al., 2012). Following 2-weeks recording of
3-month-old APPswe/PS1dE9 mice, 25% of the mice were found to display epileptic seizures; this proportion reached 55% at the
age of 4.5 months (Minkeviciene et al., 2009).

Apart from epileptic seizures, EEG recordings of AD mouse models have revealed the presence of epileptiform activity, called
interictal spikes (when detected in individuals with seizures) or subclinical epileptiform activity (when detected in individuals
without known seizures). These events are defined as paroxysmal sharp waveforms visible on EEG and lasting 20-200 ms, which
disrupt background activity and are associated with a subsequent slow wave oscillations. So far, these epileptic events have been
found in all mouse models of AD that have been submitted to EEG recording, including hAPPJ20 (Palop et al., 2007; Verret
etal, 2012), Tg2576 (Bezzina et al., 2015; Kam et al., 2016) (Fig. 2), APPswe/PS1dE9 (Minkeviciene et al., 2009), and APP23 (Itt-
ner et al., 2014). Interestingly, these epileptic events are observed as early as 5-6 weeks of age in Tg2576 mice (Bezzina et al., 2015;
Kam et al., 2016). This observation prompted the field to consider detection of epileptiform activity in human subjects as a putative
early marker for the disease.

Interestingly, early-onset AD in patients bearing FAD-linked mutations is well known to be associated with epileptic seizures
(Larner and Doran, 2006; Cabrejo et al., 2006). In contrast, although the incidence of epileptic seizures in patients with late-
onset AD is clearly higher than in age-matched controls (Amatniek et al., 2006), frank convulsive seizures are observed in only
5-20% of patients with sporadic AD. Hence, the risk of seizures as compared to age-matched control population is higher in
patients with familial AD than in sporadic AD (30-60 vs. 6-10 respectively) (Pandis and Scarmeas, 2012).

However, it is likely that the occurrence of complex partial seizures in sporadic AD is largely underestimated because long-term
video-EEG monitoring and/or magnetoencephalography (MEG) are not routinely used in these patients. Indeed, a recent retrospec-
tive study revealed that in patients with video-EEG confirmation, complex partial seizures may represent the most common seizure
type at early stage of AD (Vossel et al., 2013), highlighting the fact that this monitoring should be performed for accurate diagnosis
of epilepsy in AD. To date, information regarding the occurrence of subclinical epileptiform activity in AD patients remains limited.
Long-term video-EEG of 54 patients with MCI or AD revealed the presence of epileptiform activity (spikes or sharp waves) in 62% of
patients already diagnosed with seizures, and in 6% of patients without detected seizures (Vossel et al., 2013). In a subsequent study
performed by the same group, epileptiform activity was detected in 42.4% of AD patients (with or without previously detected
epilepsy) (Vossel et al., 2016). Interestingly, these patients had no specific features (i.e., clinical, or demographic) that distinguished
them from those without subclinical epileptiform activity. However, patients with interictal epileptic discharges had symptoms of
cognitive decline 5.5 years earlier than patients without subclinical epileptiform activity (Vossel et al., 2016). This suggests that
disease course is more aggressive in AD patients with subclinical epileptiform activity than in patients free of such brain
network activity.

To summarize, seminal works using transgenic FAD mouse models have shown that increased AP levels are sufficient to elicit
epileptiform activity and seizures, even at early stages of the disease, and in the absence of neuronal loss. These observations indicate
that imbalance between excitation and inhibition might be a robust hallmark of early stage AD, and that cognitive decline might be,
at least in part, related to aberrant brain activity. Importantly, studies using mouse models of AD have raised the possibility that
epileptic seizures, and especially epileptiform activity, may remain largely underdiagnosed in AD patients. Today, screening for
epileptiform activity is starting to be used in clinic for identifying patients who may decline more rapidly. Additionally, outcomes
from long-term EEG and MEG/EEG recordings could enhance precision in future clinical trials.

Neuronal Mechanisms of Hypersynchrony/Epilepsy in Alzheimer’s Disease Mouse Models
Understanding the mechanisms behind the original alterations in neuronal network activities might be crucial to define the link

between A overproduction and cognitive dysfunction. Furthermore, identifying the key players underlying these aberrant activities
could provide new therapeutic targets.
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Epileptic activity is well known to trigger inhibitory compensatory responses in the hippocampus, which may counteract the
imbalance between excitation and inhibition, both in epileptic patients (Nagerl et al., 2000), and in animal models with hyperex-
citability/epilepsy (Tonder et al., 1994). Although these compensatory inhibitory mechanisms may be efficiently reducing aberrant
network hyperexcitability and hypersynchrony, they can also interfere with normal hippocampal network functions required for
learning and memory processes (Palop et al., 2006). Interestingly, several of these modifications have also been observed in AD
patients (Palop et al., 2003).

In AD mouse models, epileptiform activity is associated with alterations in several activity-related proteins in the dentate gyrus of
the hippocampus. Specifically, a decrease in the expression of the calbindin protein involved in the regulation of calcium influx and
neuronal excitability has been reported in several mouse lines such as hAPPJ20 (Palop et al., 2003, 2007), Tg2576 (Corbett et al.,
2013; Krezymon et al., 2013; Verret et al., 2013), and APPswe/PS1dE9 (Minkeviciene et al., 2009). Strikingly, calbindin depletion
has also been observed in the dentate gyrus of AD patients, with the most striking reductions seen in the most severely demented
cases (Palop et al., 2003). Furthermore, some activity-dependent proteins known to be critical for synaptic plasticity and memory
formation are down regulated in the hippocampus of mouse models of AD, particularly in the granular layer of the dentate gyrus.
For instance, learning-induced Fos expression is reduced in Tg2576 (Corbett et al., 2017), hAPPJ20 (Corbett et al., 2017; Palop etal.,
2005), and TgCRNDS8 mice (Hamm et al., 2017). Another specific hallmark of compensatory remodeling of hippocampal circuits
due to AB-induced epileptic activity is the sprouting of inhibitory axonal terminals in the molecular layer of the dentate gyrus (Palop
et al,, 2007; Verret et al., 2013). Noticeably, these alterations have been shown to correlate with each other and with learning and
memory deficits (Palop et al., 2003), suggesting that these compensatory inhibitory responses could be causally linked to cognitive
decline. Moreover, the reorganization of inhibitory hippocampal circuits prompted the field to study if and how populations of
inhibitory neurons were affected by AD pathology.

Indeed, reduced numbers of parvalbumin- (PV) (Brady and Mufson, 1997) and somatostatin- (SOM) containing inhibitory
interneurons (Davies et al., 1980) have been reported in postmortem brains of AD patients. The decrease of these GABAergic neuronal
populations, which are strongly involved in the organization of brain activity (Cardin, 2018), is also observed in mouse models of
the disease. For instance, SOM-expressing interneurons are reduced in the hippocampus of Tg2576 (Perez-Cruz et al., 2011) and
TgCRNDS8 (Albuquerque et al., 2015) mice around 6 months of age. Moreover, PV-expressing interneurons are reduced as early
as 6 months of age in the hippocampus of Tg2576 mice (Cattaud et al., 2018), and even at younger age (2 months) in TgCRND8
mice (Hamm et al., 2017).

PV cells are widely distributed and abundant GABAergic fast-spiking inhibitory interneurons able to synchronize the activity of
large populations of excitatory neurons (Hu et al., 2014). As a result, they play major roles in regulating local ensemble activities,
including theta and gamma oscillations. Interference with PV cell functioning in the hippocampus of wild-type mice leads to altered
memory, illustrating their contribution to cognitive functions (Mann and Paulsen, 2007). Detailed investigations using AD mouse
models have revealed functional impairment of PV interneurons. Indeed, PV cells have reduced perineuronal net (PNN) onto their
soma and proximal neuritis in the hippocampus of prodromal (3-month-old) Tg2576 mice (Cattaud et al., 2018). This PV-specific
form of extracellular matrix is involved in the stabilization of synapses onto PV cells, and loss of PNNs in the hippocampus is asso-
ciated with epileptiform activity (Rankin-Gee et al., 2015). Hence, atypical PNN absence in AD condition may compromise the
functioning of PV circuits and the associated cognitive controls such as memory retrieval (Favuzzi et al., 2017). Moreover, PV cells
show reduced levels of voltage-gated sodium channel (VGSC) subunit Nav1.1 in hAPPJ20 (Verret et al., 2012), Tg2576 (Corbett
et al., 2013), and TgCRNDS8 (Hamm et al., 2017) mice. These decreased Nav1.1 levels in PV cells, which can be found also in
AD patients, are directly linked to altered network activity, i.e., depressed gamma oscillations, epileptiform activity, and memory
deficits (Verret et al., 2012). Notably, restoring Nav1.1 level in hAPPJ20 mice by genetic manipulation (Verret et al., 2012), or trans-
plantation of embryonic interneurons overexpressing Nav1.1 (Martinez-Losa et al., 2018), was sufficient to increase inhibitory
synaptic activity and reduce network hypersynchrony. Thus, PV cells play a pivotal role in the disruption of inhibitory control in
the AD brain, leading to major deficits in cognitive functions such as learning and memory.

Using Antiepileptic Drugs Against Alzheimer’s Disease?

The aforementioned recent failure of clinical trials using anti-AB compounds has prompted the field to consider alternative strat-
egies to fight AD. The high prevalence of epileptic seizures and neuronal hyperexcitability in AD patients suggested that antiepileptic
drugs (AEDs) could be used to treat the pathology.

Because of their direct influence on neuronal activity and subsequent glutamate release, VGSCs are the molecular targets of
numerous AEDs. Among VGSC-blockers, phenytoin was first described in 1938 for efficiently reducing convulsive seizures both
in epileptic patients and animal models of epilepsy (Bialer and White, 2010). Paradoxically, phenytoin exacerbates epileptiform
activity in the hAPPJ20 mouse model of AD (Verret et al., 2012), but not in the APPswe/PS1dE9 mice (Ziyatdinova et al.,
2011). The detrimental impact of phenytoin both on seizures and cognitive performance in hAPPJ20 mice might be linked to
the reduced presence of Navl.1 in PV interneurons. In this context, blocking Nav1.1 activity with phenytoin could reduce the
activity of these Nav1.1-expressing inhibitory neurons and provoke the hyperexcitability of pyramidal neurons, resulting in exac-
erbation of hypersynchrony and epilepsy. Interestingly, a retrospective study of clinical data from AD and MCI patients who
were treated with AEDs for diagnosed epilepsy revealed that phenytoin was less efficient for reducing epilepsy, and also less toler-
ated than other AEDs (Vossel et al., 2013).
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The same study also revealed that levetiracetam (LEV) was among the most efficient AEDs for reducing epileptiform activity in
MCI and AD patients, and that it was also well tolerated in this specific clinical context (Vossel et al., 2013). In contrast to phenytoin,
LEV has proven to be beneficial for AD mouse models. Indeed, chronic LEV treatment reduces network hypersynchrony, synaptic
deficits, and behavioral abnormalities in the hAPPJ20 mouse model (Sanchez et al., 2012). In addition, LEV injection for 30 days
restores spatial memory in 7-month-old APPswe/PS1dE9 mice, associated with decreased AP load and increased AP clearance (Shi
etal, 2013).

Furthermore, it has been shown that chronic treatment with low doses of LEV in amnestic MCI was able to reduce hippocampal
hyperactivity and improve performance in hippocampal-dependent pattern separation task (Bakker et al., 2012). Additionally,
arecent study compared the impact of low and high LEV doses on brain activity and cognitive performance in AD patients (Musaeus
etal., 2017). Although no significant changes in cognitive performance were observed after a single dose of LEV, spectral analysis of
EEG recordings revealed decreased coherence in the lower frequency bands (1-4 Hz) and increased coherence in the higher
frequency bands (13-30 Hz). These subtle changes in brain oscillatory activity indicate that LEV might be beneficial for patients
with AD (Musaeus et al., 2017). Noticeably, several clinical trials aiming at evaluating beneficial impact of LEV on brain activity
and cognitive performance of AD patients are currently ongoing (NCT02002819 and NCT01554683, https://clinicaltrials.gov/).

Alteration of Brain Oscillations in Alzheimer’s Disease Mouse Models and Patients

The brain relies on oscillatory rhythmic activity, generated by inhibitory interneurons, to organize information flow and to precisely
time neuronal firing required for cognitive processing. The simultaneous unit activity of neuronal populations results in brain waves
that can oscillate at different frequencies (in hertz-Hz) and whose power on the EEG reflects the behavioral state of the animal.
Among brain rhythms, theta (4-12 Hz) and gamma (40-150 Hz) oscillations are involved in network stability, and both percep-
tual and memory processes.

Theta oscillations are considered critical for memory formation and synchronization between the hippocampus and several
other brain structures (Cardin, 2018). Oscillations occurring at gamma frequencies are thought to transiently couple distributed
networks that are processing related information. In human subjects, selective increase of gamma oscillations is observed during
learning and predicts successful encoding of new memories (Sederberg et al., 2007). Similarly, in rodents, increased gamma activity
(Yamamoto et al., 2014), and theta-gamma coupling (Tort et al., 2009) are induced during learning or novelty detection. Theta-
gamma coupling reflects the nesting of gamma oscillations within the slower theta oscillations, and this comodulation might
play a critical role in memory processes in the hippocampus. Noticeably, it is now known that both theta and gamma oscillatory
activities are controlled by the synaptic activity of PV-expressing inhibitory fast-spiking interneurons (Cardin et al., 2009; Amilhon
etal., 2015). As discussed above, PV cell function is strongly altered both in AD mouse models and patients. Altogether these obser-
vations led to the idea that AD-linked PV dysfunction causes abnormal brain oscillatory activity that might interfere with the intri-
cate processes underlying cognitive deficits.

Indeed, mouse models of AD, which are known to exhibit disrupted PV cells associated with hypersynchrony/epilepsy, are also
experiencing abnormal brain oscillations. Abnormal fluctuations in the power of gamma oscillations have been observed in
hAPPJ20 mice. Specifically, these mice exhibit brief peaks of increased gamma power and long periods of decreased gamma power,
independently of their behavioral state (Verret et al., 2012). Similar abnormal fluctuation in behavior-induced gamma power occurs
in 12-14-month-old Tg2576 mice (Cramer et al., 2012). Interestingly, TgCRND8 mice show aberrant oscillatory activity at
prodromal stage, i.e., before detectable cognitive deficits and AR accumulation. Specifically, although both transgenic and nontrans-
genic mice display increased theta power in the hippocampus following a sensorial stimulation, preplaque TgCRND8 mice show
reduced gamma power on their EEG (Hamm et al., 2017). Furthermore, in vitro recordings from septo-hippocampal preparation of
these mice revealed that theta-gamma coupling is impaired before detectable cognitive deficits and amyloidopathy (Goutagny et al.,
2013). In the same line, a decrease of theta and gamma powers has been evidenced before disturbances of spatial learning in the
5xFAD mouse model (Schneider et al., 2014).

Characterization of aberrant brain oscillatory in AD mouse models at prodromal or early stage of the pathology has at least two
important outcomes. First, the idea that EEG recording could be an easily implementable approach for a precocious detection of AD
started to emerge in the field. Importantly, abnormal brain oscillatory activity has also been reported in AD patients and MCI. For
instance, AD patients also show aberrant increases of sensory-evoked gamma power, which could be linked to decreased cortical
inhibition (van Deursen et al., 2011). Overall, it is well admitted that AD patients typically present an increase in theta power asso-
ciated with a decrease in relative power of gamma oscillations during resting state (Herrmann and Demiralp, 2005; Nimmrich et al.,
2015). This amplitude of theta waves relatively to oscillatory activities of higher frequency has been proposed as an early marker of
AD. Indeed, this measure allows the correct classification of 85% of MCI subjects, by making possible to distinguish the subjects
who progress into AD from those who remain stable (Jelic et al., 2000). Interestingly, a longitudinal study revealed that subjects
with subjective complaints had increased theta power 7 years before decline to MCI and/or conversion to dementia, highlighting
the high sensitivity of EEG evaluations as predictors of future cognitive decline (Prichep et al., 2006). However, differences in base-
line or resting state EEG can also be detected in other neurological conditions and might not be specific to AD (Herrmann and Dem-
iralp, 2005). Hence, it has been proposed that recording EEG during behavioral tasks would provide higher specificity for AD
condition (Hamm etal., 2015). Spatial disorientation is already present at MCI and early AD stages, and spatial navigation depends
on theta and gamma oscillations. It has been shown that specific navigational tasks in both virtual and real-world paradigms could
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predict the risk of conversion from normal aging to MCI, and from MCI to dementia (Kalova et al., 2005; Weniger et al., 2011;
Moodley et al., 2015). Therefore, the combination of spatial navigation tasks with EEG recordings may be useful for early and
specific detection of AD.

Another major contribution of the study of brain oscillations in AD mouse models is that it promotes the idea that
reducing PV cell-dependent aberrant oscillatory activity could contribute to the rescue of cognitive functions in AD condition
(Palop and Mucke, 2016). Indeed, restoring PV cell function by overexpressing Nav1.1 is able to reduce gamma oscillations
abnormalities, hypersynchrony, and cognitive functions in the hAPPJ20 mouse model of AD (Verret et al., 2012). In a follow-
up study, the same group has recently demonstrated that grafting embryonic precursors of interneurons overexpressing Nav1.1
in the brain of adult hAPPJ20 mice induces the same beneficial effects, despite the presence of amyloidopathy (Martinez-Losa
et al., 2018). Another study demonstrated that specific stimulation of PV cells at 40 Hz was sufficient to provoke the emergence
of sustained gamma oscillations at this same frequency in the brain of 5xFAD mice (laccarino et al., 2016). Surprisingly, they
also found that inducing gamma waves was initiating changes in gene expression that cause microglia to more efficiently clear
extracellular AB. In order to determine if these findings can have any therapeutic relevance, they aimed to induce gamma oscil-
lations in a less-invasive way, and they submitted 5xFAD mice to 40-Hz flickering lights. Strikingly, they observed that animals
submitted to flickering light an hour a day over a week showed a 67% reduction of plaque load in the visual cortex, associated
with reduced tau protein (Iaccarino et al., 2016). Although studies using mouse models of AD clearly demonstrate that
promoting 40-Hz oscillations has beneficial impacts in AD condition, whether the same effect will be seen in humans remains
to be determined. Indeed, these findings opened the way for safety trials involving multi-sensory stimulation devices (such as
glasses, headphones), sometimes associated with transcranial alternating current stimulation, that are able to induce gamma
activity in different brain regions of AD patients (NCT03556280, NCT03661034, NCT03543878, NCT03657745, and
NCT02663531; https://clinicaltrials.gov/).

Conclusion

Mouse models of AD do not perfectly mimic the disorder, and many therapies that appeared promising in rodents have failed in
humans. However, animal models are valuable tools for understanding how AD pathology affects neuronal activity at multiple
levels of brain function, and how synaptic, cellular, and network changes trigger cognitive impairment. Experimental data from
mouse models of AD continue to provide new knowledge about the pathology, both by allowing the identification of molecular
targets pivotal to the disease process and by characterizing biomarkers that can be used for early diagnosis in patients.
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DYSFUNCTION OF HIPPOCAMPAL CA2 AREA AND SOCIAL MEMORY DEFICITS IN A
MOUSE MODEL OF ALZHEIMER'S DISEASE

One of the most excruciating cognitive problems observed in patients with Alzheimer's disease
(AD) is their inability to recognize others. To date, the neural mechanisms underlying this form
of memory, called social memory, are partly unknown. This cognitive function requires the
integration of numerous sensory information and elaborated memory processes, suggesting
that the hippocampal circuit may be involved. Very recently, the area CA2 sub-region of the
hippocampus, has aroused a great deal of interest, particularly in its major involvement in the
processing of social memory. For the hippocampus to function properly, the balance between
excitation and inhibition is essential. The area CA2 has the particularity of exhibiting a very
high density of inhibitory parvalbumin (PV) interneurons which express unique properties. In
patients and mouse models (Tg2576) of AD, dysfunction of PV interneurons leads to abnormal
activity of the hippocampal neural network. Furthermore, this alteration of PV interneurons in
the CA2 area is associated with the reduction of their extracellular matrix called perineuronal
net (PNN).

In this thesis, we hypothesized that PNNs around PV neurons are necessary for social memory
and that their disappearance in the area CA2 is responsible for the social memory deficit
observed in AD. Indeed, we show that the alteration of PNN around PV neurons in the area
CAZ2 is sufficient to induce specific alterations in social memory in healthy mice. On the other
hand, a specific improvement of social memory capacities is obtained in AD mice by stimulating
the formation of PNNs in the area CA2. Finally, we report that Tg2576 mice exhibit an aberrant
brain activity during a social task and this perturbation may be dependent on the
disappearance of PNNs in the area CA2.

Thus, our results reveal that the area CA2 of the hippocampus plays a major role in the social
memory deficits associated with AD. Our work also identifies PV neurons and their extracellular
matrix, the PNN, as crucial elements in the formation of social memory.
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DYSFONCTIONNEMENT DE L'AIRE CA2 DE L'HIPPOCAMPE ET DEFICITS DE
MEMOIRE SOCIALE DANS UN MODELE MURIN DE LA MALADIE D'ALZHEIMER

Parmi les troubles cognitifs observés chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (MA),
I'un des plus perturbant est leur incapacité & reconnaitre leurs proches. A ce jour, les
mécanismes neuronaux qui sous-tendent cette forme de mémoire, la mémoire sociale, sont
en partie méconnus. Cette fonction cognitive nécessite l'intégration de nombreuses
informations sensorielles et des processus mnésiques élaborés, suggérant que le circuit
hippocampique pourrait étre impliqué. Trés récemment, l'aire CA2, une sous-région
hippocampique a suscité beaucoup d’intérét notamment dans son implication majeure dans la
mémoire sociale. Pour que I'hippocampe fonctionne correctement, I'équilibre entre excitation
et inhibition est essentiel. L’aire CA2 a la particularité de posséder une trés forte densité
d'interneurones inhibiteurs a parvalbumine (PV) qui présentent des propriétés uniques. Chez
les patients et des souris modéles (Tg2576) de la MA, le dysfonctionnement des interneurones
PV conduit a une activité anormale du réseau neuronal hippocampique.

Par ailleurs, cette altération des interneurones PV dans I'aire CA2 est associée a la réduction
de leur matrice extracellulaire ou perineuronal net (PNN). Au cours de cette thése, nous avons
testé I'hypothése selon laquelle les PNN autour des neurones PV de l'aire CA2 seraient
nécessaires a la mémoire sociale et que leur disparition participerait aux déficits observés
dans la MA.

Dans ce travail, nous montrons que I'altération des PNN autour des neurones PV de I'aire CA2
suffit a induire des altérations spécifiques de la mémoire sociale chez des souris saines.
D’autre part, une amélioration spécifique des capacités de mémoire sociale est obtenue chez
les souris modéles de la MA en stimulant la formation des PNN dans I'aire CA2. Enfin, nous
rapportons que les souris Tg2576 présentent une activité cérébrale aberrante lors d’'une tache
sociale, et cette perturbation semble étre dépendante de la disparition des PNN de l'aire CA2.

Ainsi, nos résultats révélent que I'aire CA2 de I'hippocampe joue un role prépondérant dans
les déficits de mémoire sociale associés a la MA. Nos travaux identifient également les
neurones PV et leur matrice extracellulaire, le PNN, comme des éléments cruciaux de la
formation de la mémoire sociale.
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DYSFONCTIONNEMENT DE L'AIRE CA2 DE L'HIPPOCAMPE ET DEFICITS DE
MEMOIRE SOCIALE DANS UN MODELE MURIN DE LA MALADIE D'ALZHEIMER

Parmi les troubles cognitifs observés chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer (MA),
I'un des plus perturbant est leur incapacité & reconnaitre leurs proches. A ce jour, les
mécanismes neuronaux qui sous-tendent cette forme de mémoire, la mémoire sociale, sont
en partie méconnus. Cette fonction cognitive nécessite l'intégration de nombreuses
informations sensorielles et des processus mnésiques élaborés, suggérant que le circuit
hippocampique pourrait étre impliqué. Trés récemment, l'aire CA2, une sous-région
hippocampique a suscité beaucoup d’intérét notamment dans son implication majeure dans la
mémoire sociale. Pour que I'hippocampe fonctionne correctement, I'équilibre entre excitation
et inhibition est essentiel. L’aire CA2 a la particularité de posséder une trés forte densité
d'interneurones inhibiteurs a parvalbumine (PV) qui présentent des propriétés uniques. Chez
les patients et des souris modéles (Tg2576) de la MA, le dysfonctionnement des interneurones
PV conduit a une activité anormale du réseau neuronal hippocampique.

Par ailleurs, cette altération des interneurones PV dans I'aire CA2 est associée a la réduction
de leur matrice extracellulaire ou perineuronal net (PNN). Au cours de cette thése, nous avons
testé I'hypothése selon laquelle les PNN autour des neurones PV de l'aire CA2 seraient
nécessaires a la mémoire sociale et que leur disparition participerait aux déficits observés
dans la MA.

Dans ce travail, nous montrons que I'altération des PNN autour des neurones PV de I'aire CA2
suffit a induire des altérations spécifiques de la mémoire sociale chez des souris saines.
D’autre part, une amélioration spécifique des capacités de mémoire sociale est obtenue chez
les souris modéles de la MA en stimulant la formation des PNN dans I'aire CA2. Enfin, nous
rapportons que les souris Tg2576 présentent une activité cérébrale aberrante lors d’'une tache
sociale, et cette perturbation semble étre dépendante de la disparition des PNN de l'aire CA2.

Ainsi, nos résultats révélent que I'aire CA2 de I'hippocampe joue un role prépondérant dans
les déficits de mémoire sociale associés a la MA. Nos travaux identifient également les
neurones PV et leur matrice extracellulaire, le PNN, comme des éléments cruciaux de la
formation de la mémoire sociale.
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