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Résumé

Les épisodes dépressifs caractérisés (EDC) constituent une affection psychiatrique
associée a un risque €levé de suicide. Il s’agit d’un probléme de santé publique grave et un
des troubles mentaux les plus courants, représentant désormais la premiére cause d’incapacité
dans le monde selon ’OMS. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS)
sont la classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la prise en charge des EDC. Ils agissent
en bloquant sélectivement le transporteur sérotoninergique. Cependant, ils ont un délai
d’action retardé et de nombreux patients sont résistants. L’activation de la transmission
sérotoninergique n’explique pas a elle seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres

facteurs doivent également étre impliqués.

L’administration chronique d’un ISRS améliore les différentes étapes de la
neurogenese hippocampique adulte qui a lieu dans le gyrus dentelé (GD) de I’hippocampe. A
I’inverse, une perturbation de cette neurogenese affecte cette réponse des ISRS. Les jeunes
neurones issus de cette neurogenése présentent une période critique au cours de 1’étape de
maturation, 4 a 6 semaines aprés leur division. Durant cette période critique, les jeunes
neurones ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de potentialisations
a long terme (LTP) facilitée et une amplitude de LTP plus grande. De maniere coincidente, les

jeunes neurones influencent la réponse des ISRS durant cette période (Article 1).

Le premier objectif de ma thése a été d’évaluer le rdle des transmissions
glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral aprés un traitement chronique avec la
fluoxétine. Ce travail a été réalisé grace a la microdialyse intracérébrale in vivo chez la souris
¢éveillée et a révélé une diminution des concentrations extracellulaires de glutamate dans le
GD ventral de I’hippocampe suite a un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette
diminution pourrait s’expliquer par la stimulation de la neurogen¢se lors du traitement

chronique a la fluoxétine.

Le second objectif de cette these a été d’étudier, par une approche pharmacologique,
les conséquences comportementales ainsi que les modifications des transmissions
glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral suite a I’injection locale du Ro25-6981,
un antagoniste sélectif de la sous-unit¢ GluN2B du récepteur NMDA du glutamate, aprés un
traitement chronique avec la fluoxétine dans un modéle d’anxiété/dépression (modéle CORT).

La sous-unit¢ GluN2B du récepteur NMDA des jeunes neurones, dont I’expression est
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importante durant une période critique pour ces jeunes neurones, nous a intéressée car elle
semble jouer un role important dans les effets antidépresseurs. Nous avons constaté un effet
de type antidépresseur de I’administration locale du Ro25-6981 dans le test d’alimentation
supprimée par la nouveauté, indépendamment du traitement avec la fluoxétine. Ce travail a
révélé une augmentation dans le GD de I"hippocampe des concentrations extracellulaires de
glutamate indépendante du traitement chronique avec la fluoxétine (Article 2, en préparation).
Afin d’affiner les résultats obtenus par cette approche pharmacologique, une approche par

optogénétique a été utilisée.

Le troisieme objectif de ma theése a été d’étudier les modifications des transmissions
glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral produites sélectivement par les jeunes
neurones suite a un traitement par la fluoxétine. Pour cela, nous avons mis au point la
combinaison des techniques de microdialyse intracérébrale, et d’optogénétique avec un test
comportemental afin de manipuler ’activité €lectrique des jeunes neurones durant la période
critique. Ce travail a montré que la stimulation sélective des jeunes neurones induit une

augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD de I’hippocampe.

Mes travaux de theése apportent donc des nouvelles connaissances sur les variations de
neurotransmissions dans le GD ventral lors d’un traitement chronique par un ISRS. Ces
résultats confirment que les jeunes neurones issus de la neurogenése adulte hippocampique,
bien qu’ils ne constituent qu’une petite population neuronale du GD, modulent de facon
précoce les neurotransmissions glutamatergique et GABAergique du GD. Du fait de son long
temps d’analyse de la technique de microdialyse intracérébrale, il serait intéressant de voir si
la technique d’¢lectrophysiologie in vitro confirme nos résultats de microdialyse in vivo, qui
ne permettent pas de se positionner sur un lien direct ou indirect via un interneurone
GABAergique entre les jeunes neurones et les neurones matures. Mes travaux apportent des
¢léments indirects et directs des effets neurochimiques des jeunes neurones. Ces variations de
neurotransmissions glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral aprés stimulation
des différentes étapes de la neurogenese hippocampique adulte constituent un lien important
entre les effets €électrophysiologiques et comportementaux attribués aux jeunes neurones de

I’hippocampe et pourraient expliquer en partie le délai d’action retardé des ISRS.
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I. Les épisodes dépressifs caractérisés
.1Symptomes et épidémiologie des épisodes dépressifs caractérisés

Les ¢épisodes dépressifs caractérisés (EDC) constituent une affection psychiatrique associée
a un risque €levé de suicide. Il s’agit d’un probléme de santé publique grave et un des troubles
mentaux les plus courants, représentant désormais la premiere cause d’incapacité dans le

monde (Stringaris, 2017).

Les EDC se caractérisent par des perturbations de I’humeur, avec des symptomes de
gravité 1égere a sévere, et de durée variable (de mois a années). D’une personne a [’autre,
I’association de symptomes caractérisant les EDC sera différente. Dans tous les cas, une
humeur dépressive (tristesse constante) ou une perte d’intérét généralisée sera présente
pendant au moins 2 semaines. D’autres symptomes, décrits la cinquiéme version du Manuel
statistique et diagnostique des troubles mentaux (DSM-5, publié en 2013), sont présents dans

les EDC (Tableau 1).

Les EDC touchent tous les ages des I’enfance, et ils peuvent se déclencher aussi bien vers
la fin de I’adolescence, qu’a I’age adulte voire a un age avancé (Kessler & Bromet, 2013). Les
EDC toucheraient 322 millions de personnes dans le monde, soit 4,4% de la population
mondiale, avec une prévalence quasiment 2 fois plus importante chez la femme (Picco et al.,
2017; WHO, 2017). Les EDC sont responsables de 7,5% des années vécues avec un handicap
en 2015. Ils contribuent également majoritairement aux morts par suicide, au nombre de

800 000 chaque anné¢e (WHO, 2017).

Le traitement des EDC inclut notamment la psychothérapie ainsi que les traitements
pharmacologiques (Gartlehner et al., 2017; Weihs & Wert, 2011). Ces traitements
pharmacologiques permettent une guérison chez 60% a 70% des patients traités (Souery et al.,
2006). Pour les EDC résistants au traitement et en cas de risque suicidaire tres €levé, 1’¢lectro-

convulsivothérapie permet d’améliorer le taux de rémission (N. Lucas et al., 2017).
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Tableau 1 - Critéres de diagnostic d’un EDC selon le DSM-5

A. Au moins 5 des symptomes suivants doivent avoir été présents pendant une méme
période d'une durée de 2 semaines et avoir représenté un changement par rapport a
I'état antérieur; au moins un des symptomes est soit (1) une humeur dépressive, soit
(2) une perte d'intérét ou de plaisir.

1. Humeur dépressive présente pratiquement toute la journée, presque tous les jours, signalée
par le sujet (sentiment de tristesse ou vide) ou observée par les autres (pleurs).
NB : éventuellement irritabilité chez 1'enfant et 'adolescent.

2. Diminution marquée de ’intérét ou du plaisir pour toutes ou presque toutes les activités
pratiquement toute la journée, presque tous les jours.

3. Perte ou gain de poids significatif (par exemple, changement de poids excédant 5% en un
mois) en l'absence de régime, ou diminution ou augmentation de l'appétit tous les jours.
NB : Chez l'enfant, prendre en compte 1'absence de 1'augmentation de poids attendue.

4. Difficulté a s’endormir ou a garder le sommeil (insomnie) ou dormir plus qu’il ne faut
(hypersomnie) presque tous les jours.

5. Agitation ou ralentissement psychomoteur presque tous les jours.

6. Fatigue ou perte d’énergie presque tous les jours.

7. Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée (qui peut é&tre
délirante) presque tous les jours (pas seulement se faire grief ou se sentir coupable d'étre
malade).

8. Diminution de I’aptitude a penser ou a se concentrer ou indécision presque tous les jours
(signalée par le sujet ou observée par les autres).

9. Pensées de mort récurrentes (pas seulement une peur de mourir), idées suicidaires
récurrentes sans plan précis ou tentative de suicide ou plan précis pour se suicider.

B. Les symptomes induisent une détresse cliniquement significative ou une altération du
fonctionnement social, professionnel ou dans d'autres domaines importants.

C. Les symptomes ne sont pas imputables aux effets physiologiques directs d'une
substance ou d'une affection médicale générale.

D. L'épisode ne répond pas aux critéres du trouble schizoaffectif et ne se superpose pas a
une schizophrénie, a2 un trouble schizophréniforme, & un trouble délirant ou a une
autre trouble psychotique.

E. Iln'y a jamais eu d'épisode maniaque ou hypomaniaque.
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1.2 Physiopathologie des épisodes dépressifs caractérisés

Les EDC sont générés par de multiples et complexes facteurs. La physiopathologie des
EDC n’est a ce jour pas bien établie, méme si de nombreuses hypothéses sont posées. Des
facteurs environnementaux et sociaux (deuil, perte d’emploi, séparation, traumatismes...)
peuvent contribuer au développement d’EDC. Divers mécanismes biologiques sont également

impliqués.

[.2.1 Hypothese des monoamines

L’ hypothése des monoamines est la plus ancienne et I'une des principales hypothéses pour
la physiopathologie des EDC. Les EDC seraient causés par une altération des concentrations
d’une ou de plusieurs monoamines, telles que la sérotonine (5-HT, 5-hydroxytryptamine), la
noradrénaline ou encore la dopamine. Elle a été établie apres la constatation dans les années
1950 que le traitement de I’hypertension par la réserpine, qui entraine une déplétion des

monoamines, causait des épisodes dépressifs majeurs (Freis, 1954).

La sérotonine est une indolamine qui occupe un role clé dans la physiopathologie et le
traitement des EDC. Les médicaments en premicre ligne dans le traitement des EDC
augmentent la concentration de sérotonine, ainsi que celle de noradrénaline, aprés un
traitement chronique. D’autre part, la déplétion en tryptophane, acide aminé essentiel
précurseur de la synthése de la sérotonine, chez des patients précédemment traités avec succes
par un antidépresseur, entraine une rechute chez plus de 47% en moyenne de patients, par
rapport au groupe de patients controles (Ruhe et al., 2007 pour revue). Cette déplétion ne va

en revanche pas induire d’EDC chez des sujets sains.

La dopamine est utilisée dans plusieurs voies cérébrales, et notamment la voie
mésolimbique. Cette voie décrit les neurones dopaminergiques, également nommé noyau
dopaminergique A10, partant de I’aire tegmentale ventrale qui innervent plusieurs structures
du systéme limbique, dont le noyau accumbens. Elle représente le circuit de la récompense.
Le symptome d’anhédonie (I’incapacité a ressentir des émotions positives ou de 1’intérét dans
des situations qui devraient provoquer ce genre d’émotions, ou qui ont été considérées
antérieurement comme plaisantes) serait li¢ a un dysfonctionnement du circuit de la
récompense. Il a été¢ signalé une diminution d’un métabolite de la dopamine, 1’acide
homovanillique, dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteint d’EDC par rapport a
celui de contrdles sains (Asberg et al., 1984; Reddy et al., 1992). De plus, les EDC sont

fréquents chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (Srivastava et al., 2011), qui est
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caractérisée par une dégénérescence des neurones a dopamine dans la substance noire, bien
que les neurones a dopamine de 1’aire tegmentale ventrale soient bien moins affectés (Dauer

& Przedborski, 2003).

La noradrénaline est un dérivé de la dopamine. Ce sont tous deux des catécholamines. Le
principal noyau de neurones noradrénergiques est le locus coeruleus, situ¢ dans le tronc
cérébral. Ils projettent notamment vers le lobe frontal, I’hippocampe ou encore I’amygdale.
Chez des patients atteints d’EDC, la concentration cérébrale de noradrénaline est fortement
diminuée par rapport a des sujets sains (Lambert et al., 2000). D’autre part, chez des patients
souffrant d’EDC en post-mortem, les taux de transporteurs sont diminués, par rapport a des

sujets sains (Moriguchi et al., 2017).

1.2.2 Déficit dans la régulation du systéeme de réponse au stress: l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien

Le stress est une réaction involontaire de I’organisme, tant sur le plan physiologique que
psychologique, en réponse a une situation inattendue ou dangereuse. Il s’agit d’'un phénoméne
d’adaptation du corps, mais dans la durée, la capacité a réagir est altérée, entralnant alors
diverses conséquences pathologiques. C’est notamment un facteur qui augmente le risque
d’EDC. En situation de stress, la CRH (Corticolibérine, Corticotropin-Releasing Hormone)
est sécrété au niveau de I’hypothalamus plus précisément dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire. Cette hormone va a son tour stimuler la production de I’ACTH
(Adrénocorticotropine) par I’hypophyse, qui va circuler dans le systéme sanguin et atteindre
les glandes surrénales, provoquant ainsi la production de cortisol. Ce cortisol va exercer un
rétrocontrole négatif sur ’hypothalamus et I’hypophyse, par I’intermédiaire de récepteurs aux

glucocorticoides et de récepteurs aux minéralocorticoides.

Les EDC sont fréquemment associés a une hyperactivité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et a un déficit du rétrocontrole négatif. En effet, les concentrations plasmatiques
d’ACTH sont augmentées chez 60% des patients atteints d’EDC (Choi et al., 2018; Stetler &
Miller, 2011), et celles de cortisol sont augmentées chez 25% a 30% des patients atteints
d’EDC (Young et al., 2001). D’autre part, I’administration de la dexaméthasone - utilisée pour
son effet anti-inflammatoire -, un glucocorticoide de synthése d’activité similaire a celle du
cortisol, agoniste des récepteurs aux glucocorticoides, devrait fortement diminuer la
concentration de cortisol par rétrocontrole. Chez des patients atteints d’EDC, cette

administration de dexaméthasone entraine au contraire une augmentation de la concentration
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plasmatique d’ACTH ainsi que de cortisol, par rapport aux sujets sains (Horstmann et al.,
2009). Dans une étude de suivi, la quantification répétée de réponse d’éveil au stress, mesurée
dans la premiére heure apres le réveil, a été effectuée chez des adolescents. Le suivi de ces
adolescents ’année suivante a indiqué une association entre une augmentation la réponse
d’éveil au stress (I’année précédente) et le développement d’EDC (Adam et al., 2010). Cette
dérégulation peut provenir de différentes causes telles qu'une hypersécrétion de CRH, une
déficience du rétrocontrole négatif ou encore des glandes surrénales hypertrophi¢es (Kunugi
et al.,, 2015). Cette dérégulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien entraine
notamment des modifications structurelle et fonctionnelle au niveau de I’hippocampe et
¢galement de 1’amygdale. L’administration chez des sujets sains d’un antagoniste des
récepteurs aux minéralocorticoides, la spironolactone, modifie 1’adaptation face a un stress.
Chez le groupe de contrdles sains, un dialogue fonctionnel entre I’hippocampe, I’amygdale et
le striatum est activé en réponse a une situation de stress. Chez le groupe ayant recu la
spironolactone, ce dialogue fonctionnel est rompu (Schwabe et al., 2013). En conclusion, des
dysfonctionnements des récepteurs aux glucocorticoides ou des récepteurs aux
minéralocorticoides semblent compromettre la bonne adaptation du corps face a une situation
inattendue ou dangereuse. Cela pourrait conduire a une altération de 1’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien et a I’émergence d’EDC.

1.2.3 Origine inflammatoire

Plusieurs méta-analyses ont étudié les liens entre EDC et cytokines. L’une d’elles, issue de
95 études cliniques, a conclu a une augmentation de la protéine C réactive (CRP) est chez des
patients atteints d’EDC. Cette méme méta-analyse indique que 1’augmentation de
I’interleukine 6 (IL-6) est également fortement corrélée a des EDC. La corrélation de
I’augmentation de I’interleukine-1 (IL-1) & des EDC révele une association modérée entre ces
2 facteurs (Howren et al., 2009). Une autre méta-analyse, regroupant 438 patients atteints
d’EDC et 350 sujets sains de 13 études, s’est intéressée aux concentrations de cytokines
(Dowlati et al., 2010). Les données présentées amenent a la conclusion d’une augmentation
des concentrations du facteur de nécrose tumorale oo (TNF-a) chez des sujets atteints d’EDC,
ceci est corroboré par I’effet bénéfique antidépresseur des biothérapies anti-TNF-a lors de
leur utilisation dans diverses pathologies auto-immunes (Abbott et al., 2015). Dans cette
méme méta-analyse, 1’augmentation des concentrations d’IL-6 chez des patients atteints
d’EDC a été conclue d’aprés 16 études, regroupant 492 patients et 400 sujets sains ; en

revanche, il n’a pas ét¢ montré de lien entre les EDC et I'IL-1B (Dowlati et al., 2010). De
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méme, 1’induction d’une inflammation par un traitement avec 1I’IFN-a, notamment pour le
traitement d’hépatites virales ou de certaines leucémies, augmente le risque d’EDC. La moitié

des personnes ayant ¢été traitées par I’IFN-a développerait ainsi des EDC (Chiu et al., 2017).

Les cytokines en périphérie impactent le cerveau par plusieurs voies, notamment un
passage de la barriere hémato-encéphalique (BHE) au niveau de fuites par diffusion au niveau
d’organes circumventriculaires (Dantzer et al., 2008) ou encore par des seconds messagers
passant la BHE (Vitkovic et al., 2000), ou bien par transport actif ou encore par
I’intermédiaire de récepteurs associés aux fibres nerveuses afférentes périphériques qui vont
transmettre les signaux inflammatoires dans des régions cérébrales. Les cytokines vont alors
interagir a plusieurs niveaux. Elles modifient la synthése, la libération et la recapture de
monoamines (sérotonine, noradrénaline et dopamine) (Al-Hakeim et al., 2020; Scott-Burden,
1995). Elles activent I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, et augmentent également le
stress oxydatif et I’apoptose de cellules gliales (Buntinx et al., 2004; Miller et al., 2009 pour

revue).

1.2.4 Hypothese glutamatergique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans le systéme nerveux central,
son implication dans la régulation de I’humeur est discutée depuis 30 ans. Une premiére étude
chez la souris avait ainsi démontré que des antagonistes du récepteur NMDA du glutamate
(notamment le MK-801) avaient des effets de type antidépresseur dans le test de la nage
forcée ainsi que dans le test de suspension caudale (Trullas & Skolnick, 1990).
Physiologiquement, les concentrations extracellulaires de glutamate sont régulées par les
neurones et les cellules gliales au niveau de synapses tripartites (Figure 1). Le glutamate est
formé dans les neurones dans la mitochondrie a partir d’un métabolite du cycle de Krebs, 1’a-
cétoglutarate, transformé en glutamate par une aminotransférase, puis il est stocké dans des
vésicules. Une fois celui-ci libéré dans la fente synaptique aprés dépolarisation des neurones
glutamatergiques, le glutamate peut alors activer 2 types de récepteurs localisés au niveau
post-synaptique et/ou pré-synaptique : des récepteurs ionotropiques — récepteurs NMDA (V-
méthyl-D-aspartate), AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) et kainate —
ainsi que des récepteurs métabotropiques (mGluR1 a mGIluRS). Le glutamate extracellulaire
est également recapté majoritairement au niveau astrocytaire mais aussi au niveau neuronal,
par un transporteur plasmique des acides aminés excitateurs (EAAT). Le glutamate recapté
par les astrocytes sera métabolisé en glutamine par la glutamine synthétase. La glutamine va a

son tour étre recaptée par les neurones présynaptiques par un transporteur des acides aminés
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neutres dépendant du sodium (SNAT), ou elle pourra étre reconvertie en glutamate par la
glutaminase. Le glutamate ainsi que la glutamine vont donc constituer une réserve

glutamatergique disponible pour influencer 1’activité synaptique.

neurone

amatergique glutamate
décarboxylase

neurone
GABAergique

Glutamine

succinate

GABA
transaminase

acide succinique
semialdéhyde

&

glutamine
synthétase
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Figure 1 — Schéma du métabolisme du glutamate : synapse glutamatergique tripartite et cycle GABA-glutamate-
glutamine. Le glutamate est formé dans les neurones a partir d’un métabolite du cycle de Krebs, 1’a-cétoglutarate. Apres la
libération de glutamate dans le milieu extracellulaire, le glutamate active différents récepteurs postsynaptiques qui peuvent
&tre ionotropiques — récepteurs NMDA, AMPA et kainate — ou métabotropiques. Les prolongements astrocytaires présents
autour de la synapse recaptent le glutamate par des transporteurs EAAT. Le glutamate va étre converti en glutamine dans les
astrocytes par la glutamine synthétase, avant d’étre transportée dans le neurone présynaptique par des transporteurs SNAT.
Dans ce dernier, la glutamine va étre convertie en glutamate puis stocké dans des vésicules synaptiques. Il s’agit donc d’un
cycle glutamate-glutamine. Le glutamate est également a 1’origine de la synthése de GABA, pouvant étre métabolisé en
succinate et ainsi rejoindre le cycle de Krebs.

Le glutamate est également en lien étroit avec le GABA (acide y-aminobutyrique), le
neurotransmetteur inhibiteur majeur du systéme nerveux central. En effet, la décarboxylation
du glutamate par la glutamate décarboxylase (GAD, qui existe sous 2 isoformes : GADG65 et
GADG67) est a I’origine de la synthése de GABA (Figure 1). Par ailleurs, le GABA est
métabolisable par la GABA transaminase en acide succinique semialdéhyde, lui-méme
métabolisable en succinate par la succinate-semi-aldéhyde déshydrogénase (Ravasz et al.,
2017). Le succinate peut rejoindre le cycle de Krebs, pouvant ainsi conduire de nouveau a la
synthése de glutamate. Ces 2 neurotransmetteurs constituent une balance entre la

neurotransmission excitatrice et inhibitrice.
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L’altération de cette balance excitation/inhibition serait en lien avec les EDC. Une méta-
analyse basée sur 11 études ameéne a la conclusion qu’il y aurait des altérations de la
transmission glutamatergique chez les patients atteints d’EDC, avec une majorité d’étude
concordante sur la diminution de la réserve glutamatergique dosée par spectroscopie par
résonance magnétique dans diverses régions cérébrales, telles que le cortex médian préfrontal
ou I’hippocampe (Yuksel & Ongur, 2010). D’autre part, une étude post-mortem plus récente a
compar¢ la densité d’astrocytes exprimant la glutamine synthétase chez 14 patients atteints
d’EDC et chez 16 controles sains. Cette étude a montré une diminution de la densité
d’astrocytes exprimant cette enzyme chez les patients atteints d’EDC dans certaines régions
cérébrales et notamment dans le cortex dorso-latéral préfrontal (Bernstein et al., 2015), ce qui
suggere donc que la transmission glutamatergique est également impactée. Une étude menée
chez 20 patients atteints d’EDC et chez 21 contrdles sains indique que les taux de GABA dans
le cortex cingulaire sont diminués chez les patients atteints d’EDC (Gabbay et al., 2012). Une
autre étude conduite en post-mortem chez 15 patients atteints d’EDC et chez 15 contrdles
sains indique que I’expression de la GAD67 est réduite dans I’hippocampe des patients
atteints d’EDC (Thompson Ray et al., 2011). Chez les rongeurs, la transmission
glutamatergique est modifiée par un stress aigu. Ainsi, chez des rats, I’exposition a un tel
stress aigu augmente les concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le
cortex préfrontal mesurées par microdialyse (Lupinsky et al., 2017). Cette méme exposition a
un stress aigu chez des rats préalablement soumis a un stress chronique imprédictible,
n’affecte cette fois plus transmission glutamatergique dans le cortex préfrontal (Jett et al.,
2017). De plus, I’exposition d’un stress chronique imprédictible durant 5 semaines chez des
rats diminuent également les concentrations de GAD67 dans le cortex préfrontal ainsi que
dans I’hippocampe (Banasr et al.,, 2017). Ces études démontrent I’importance des
transmissions glutamatergique et GABAergique et de la balance excitation/inhibition dans
I’étiologie des EDC et dans la réponse au stress aigu qui est par ailleurs affectée dans cette

pathologie.

1.2.5 Altération de la plasticité synaptique

Le cerveau possede la capacité de créer, supprimer ou réorganiser des synapses, et de
changer la structure des neurones, au niveau de leur axone ou de leurs dendrites. Cela conduit
au renforcement ou a I’affaiblissement de la transmission synaptique et ainsi de 1’efficacité
synaptique. Il s’agit de la plasticité synaptique, qui permet 1’apprentissage et 1’adaptation, en

réponse a un changement environnemental. La transmission synaptique et [’efficacité
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synaptique peuvent également étre modifiées en fonction du nombre et de la composition des
récepteurs des neurotransmetteurs. Ces modifications conduisent a des potentialisations a long
terme (LTP, long-term potentiation) ou a des dépressions a long terme (LTD, long-term
depression). Les LTP facilitent la dépolarisation postsynaptique par augmentation globale de
I’efficacité des récepteurs, lors de la répétition d’une activation synaptique. A 1’inverse, lors
d’une LTD, I’efficacité de la transmission synaptique est diminuée. Il a ét¢ montré chez le rat
que I’induction in vivo de LTP au niveau de la voie perforante en amont de 1’hippocampe
conduisait & une augmentation des étapes de proliférations et de survie des nouveaux neurones
produits dans I’hippocampe (ce phénoméne de neurogenese hippocampique est décrit en

détail ci-dessous, voir chapitre 11.2) (Bruel-Jungerman et al., 2006).

Les EDC entrainent une altération de plusieurs régions neuroanatomiques. Les données
extraites de méta-analyses montrent une réduction du volume de I’hippocampe chez des
patients atteints d’EDC (Campbell et al., 2004; Schmaal et al., 2016). Concernant les
modifications de I’amygdale, les données sont plus hétérogénes. L apparition d’EDC avant 21
ans est tout de méme associée a une tendance de réduction du volume de I’amygdale
(Campbell et al., 2004; Schmaal et al., 2016). Les raisons de ces réductions du volume de
régions cérébrales ne sont pas bien établies, mais elles pourraient étre liées a une perte
neuronale ainsi qu’a une atrophie et un remodelage des dendrites, mais aussi a une réduction
des synapses. Une étude conduite en post-mortem chez 21 patientes atteintes d’EDC indique
que les expressions de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) ainsi que de son
récepteur TrkB (Tropomyosin receptor kinase B) sont réduites dans I’amygdale, par rapport
aux 21 contrdles saines (Guilloux et al., 2012). Une autre étude conduite en post-mortem
indique que chez 15 patients traités par un antidépresseur, I’expression de BDNF dans
I’hippocampe est augmentée (B. Chen et al., 2001). Le BDNF, appartenant a la famille des
neurotrophines, agit comme un facteur trophique impliqué dans les mécanismes de survie des
neurones. II module également [’arborisation axonale et dendritique, I’efficacit¢ de la
transmission synaptique et la maturation fonctionnelle des synapses (Vaynman et al., 2004).
D’autre part, des études chez le rat ont montré que le knock-out du BDNF (par interférence
ARN (acide ribonucléique) et par injection de lentivirus) dans le gyrus dentelé (GD) dorsal
induit un comportement de type dépressif dans les tests de préférence au sucrose et de nage
forcée (Taliaz et al., 2010), a ’inverse, I’augmentation de BDNF dans I’hippocampe induit un
effet de type antidépresseur dans le test de la nage forcée (Deltheil et al., 2008), et la

surexpression du BDNF (par injection de lentivirus) au niveau des astrocytes hippocampiques
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chez la souris induit un comportement de type antidépresseur dans le test d’alimentation
supprimée par la nouveauté (Quesseveur et al., 2013). Enfin, un traitement par un
antidépresseur augmente I’expression d’ARNm du BDNF dans I’hippocampe (Molteni et al.,
20006).

1.2.6 Vulnérabilité génétique

Chez toutes les personnes exposées a un méme €veénement traumatique, la réponse sera
variable, et toutes ne vont pas développer d’EDC. Cela suggére I’existence d’une
susceptibilité génétique propre a chaque personne. Chez une personne dont les parents sont
atteints d’EDC, le risque d’en développer également est augmenté (Rice et al., 2002). De
nombreux genes, et notamment leur polymorphisme, contribueraient a cette vulnérabilité
génétique. Une méta-analyse regroupant ainsi 75 067 patients atteints d’EDC et 231 747
contrdles sains a analysé leur génome. Cette méta-analyse met en évidence 17 variations
génétiques, pour la plupart localisées dans des génes exprimés au niveau du systéme nerveux
central et impliqués dans le développement cérébral (Hyde et al., 2016). Parmi ces nombreux
genes, quelques-uns ont été identifiés : Les génes du transporteur de la sérotonine (Caspi et
al., 2010), du récepteur des glucocorticoides ou des minéralocorticoides (Keller et al., 2017)
ou encore du BDNF (Colle et al., 2017; Hennings et al., 2019). La génétique explique la
prédisposition a la dépression, mais elle ne semble pas en €tre une cause directe. Les études
sur les genes restent toujours a prendre en considération avec précaution, car elles peuvent

étre menées par le biais des connaissances.

Les EDC sont ainsi multifactoriels. Différentes hypotheéses permettent d’expliquer en
partie la physiopathologie des EDC. Ces hypothéses ne sont pas indépendantes les unes des
autres. Par exemple, la CRH produit au niveau de I’hypothalamus serait responsable d’effet de
type dépressif par une potentialisation de récepteurs sérotoninergiques 5-HT2a et 5-HTac
(Magalhaes et al., 2010). Les cytokines modifient la synthese, la libération et la recapture des
monoamines comme vu précédemment, et diminuent I’expression de transporteurs gliaux du
glutamate (Ida et al., 2008). Le lien entre I’inflammation et I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien a aussi été¢ décrit précédemment, et ce lien est bidirectionnel : bien que les
glucocorticoides soient connues pour leur propriétés anti-inflammatoires, elles peuvent
¢galement augmenter I’inflammation selon la durée ou la dose d’exposition notamment

(Sorrells et al., 2009). Il semblerait également que les cytokines pourraient réduire
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I’expression de BDNF (directement ou indirectement par le glutamate) (Calabrese et al.,

2014).
1.3 Les traitements pharmacologiques actuels et leurs limites

La découverte des premiers traitements antidépresseurs a ¢été faite par sérendipité.
L’amélioration de 1’humeur chez des patients atteints d’EDC par I’imipramine a été
découverte en 1957 lors de la recherche d’un nouvel antipsychotique (Kuhn, 1957). En
parallele, I’effet euphorisant de 1’iproniazide, utilis¢é comme antituberculeux, a été constaté en
1958 (Kline, 1958). Ces nouvelles découvertes vont donner naissance a différentes classes
d’antidépresseurs, qui ont par la suite été identifiées comme les tricycliques (pour
I’imipramine) et comme les inhibiteurs de la monoamine oxydase — une enzyme dégradant
des amines - (pour I’iproniazide). Les recherches d’antidépresseurs ont ensuite été guidées par
I’hypotheése des monoamines, suite a I’effet exacerbant les symptdmes dépressifs constaté

avec la réserpine (voir chapitre 1.2.1).

Parmi les traitements existants découverts par la suite, les inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS) sont la classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la
prise en charge des EDC (M. Miller et al., 2014). La fluoxétine fait partie de cette classe
médicamenteuse. Ils augmentent les concentrations de sérotonine intra-synaptiques en
bloquant sélectivement le transporteur de cette monoamine. De tels traitements nécessitent
une administration chronique de 3 a 6 semaines pour exercer leurs effets thérapeutiques
(Machado-Vieira et al., 2010), et durant I’initiation du traitement, le risque suicidaire est
augmenté (Fornaro et al., 2019). Une administration aigue ou sub-chronique d’ISRS n’induit
qu’une augmentation limitée des taux intra-synaptiques de 5-HT (Zanoveli et al., 2010), ceci
est dii a un rétrocontrole négatif exercé par I’activation des autorécepteurs somatodendritiques
5-HTia et terminaux 5-HTis présents sur les neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé
(Guilloux et al., 2006). La désensibilisation fonctionnelle de ces récepteurs présynaptiques
induit une augmentation graduelle de la transmission sérotoninergique centrale qui aboutit aux
effets antidépressifs chez I’humain ou aux effets dits de type antidépressifs dans des modeles
animaux d’anxiété/dépression. Ces effets de type antidépressifs/anxiolytiques sont évalués
chez I’animal a I’aide de différents tests comportementaux. Les principaux tests nécessaires a
la compréhension de cette thése sont présentés dans la section des matériels et méthodes (voir

paragraphe III, Box 1).
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De maniére surprenante, aprés un traitement avec un antidépresseur, 1’augmentation
graduelle de la transmission sérotoninergique et les effets comportementaux ne présentent pas
le méme décours temporel. Ainsi, un traitement de 7 jours a la fluoxétine induit une
augmentation importante des taux extracellulaires de 5-HT, mesurés par microdialyse in vivo
chez la souris notamment dans I’hippocampe et le noyau du raphé (Popa et al., 2010)
(Figure 2), tandis que dans le méme temps, ce traitement n’induit pas d’effet de type
antidépresseur dans tous les tests (Mendez-David et al., 2014). Un effet comportemental
complet n’est observé qu’apres un traitement de 21 ou de 28 jours avec un ISRS (Mendez-
David et al., 2014) (Tableau 2). Cette contradiction met en lumiére que les effets de type
antidépresseurs des ISRS impliquent d’autres facteurs que la transmission sérotoninergique.
Parmi ces facteurs, nous avons porté un intérét tout particulier a la neurogencse

hippocampique adulte.
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Figure 2 — Concentrations extracellulaires de S-HT dans le noyau du raphé et dans I’hippocampe de souris BALBc,
apreés 7, 14, 21 ou 28 jours de traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour), ainsi que 14 jours aprés arrét du traitement.
Les valeurs représentent les moyennes + erreur-type de la moyenne. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 par rapport au groupe controle
du méme jour, selon une ANOVA a 1 facteur suivi d’un test de Student. # p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001 par rapport
au contréle au jour 0, selon une ANOVA a 1 facteur suivi d’un test de Student (Popa et al., 2010).
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Tableau 2 — Récapitulatif des effets comportementaux obtenus chez des souris C57BL/6Ntac aprés 7 ou 28 jours de
traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) (Mendez-David et al., 2014).

Tests Fluoxétine (18 mg/kg/jour)
comportementaux 7 jours 28 jours
1 temps passé dans le centre
OF o ‘ ‘
1 distance ambulatoire
1 temps passé dans les bras
ouverts
EPM 0]
1 nombre d’entrée dans les bras
ouverts
NSF 0 | latence pour aller se nourrir
TST | durée d’immobilité | durée d’immobilité
Splash test 1 durée de toilettage 1 durée de toilettage

II. Les jeunes neurones issus de la neurogenese hippocampique adulte,

acteurs de I'activité antidépressive
[I.L1  Découverte du renouvellement des neurones dans le cerveau adulte

Au XX°¢ siécle, le dogme universellement admis indiquait que la structure du cerveau était
fixe, et que le cerveau était incapable de produire de nouveaux neurones. Selon ce dogme
défendu par Santiago Ramon y Cajal, les neurones se connectaient en circuit durant le
développement, et le stock neuronal ne pouvait que décroitre par la suite. Santiago Ramon y
Cajal avait en effet déclaré que « dans les centres du cerveau adulte, les voies nerveuses sont
une chose fixée, finie, immuable. Tout peut mourir, rien ne peut se régénérer » (Cajal, 1928).
L’apparition d’une nouvelle méthode de détection de la division cellulaire va permettre la
publication des premiéres preuves anatomiques de la présence de nouvelles cellules par
Joseph Altman (Figure 3). Pour cela, des rats ont recu une administration intrapéritonéale de
thymidine tritiée (Altman & Das, 1965). Cet analogue radio-marqué de la thymidine
s’incorpore a 1’acide désoxyribonucléique (ADN) lors de la réplication dans les cellules en
division, et est détectable par autoradiographie. Cependant, en raison de limites techniques,
les nouvelles cellules ne sont pas identifiées comme des neurones et cette découverte resta

longtemps ignorée.
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Figure 3 - Autoradiographies du GD de I'hippocampe d'un rat ayant recu de la thymidine tritiée. A,
agrandissement x 100 et B, agrandissement x 640 (Altman & Das, 1965).

Ce n’est qu’a la fin du XX° siécle que ce dogme a ét¢ aboli, notamment avec la publication
de la preuve d’une neurogenése adulte chez les primates dont ’humain. L’équipe de Fred
Gage a identifi¢ de nouveaux neurones générés dans le GD de cerveaux adultes humains,
ayant regu par intraveineuse du bromodéoxyuridine (BrdU) (Eriksson et al., 1998). Cet autre
analogue de la thymidine s’incorpore dans I’ADN des cellules en division et est détectable par
immunohistochimie. Ainsi, 1’identité des nouvelles cellules a pu étre clairement révélée par
couplage avec d’autres marqueurs neuronaux et gliaux (Figure 4). Depuis sa découverte dans
le cerveau adulte des mammiferes, la neurogenése adulte a été identifiée principalement dans
2 régions cérébrales : la zone sous-granulaire dans le GD de I"hippocampe et la zone sous-

ventriculaire située sur les parois des ventricules latéraux, qui ne sera pas abordée ici.

Figure 4 — Détection simultanée du BrdU, d’un marqueur neuronal (NeuN) ainsi que d’un marqueur glial (GFAP,
Glial Fibrillary Acidic Protein) au niveau d’un GD adulte humain par immunohistochimie (Eriksson et al., 1998).
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I.2  Présentation de la neurogenese hippocampique adulte

La neurogenese hippocampique adulte désigne le processus de division des cellules
souches neurales présentes dans la zone sous-granulaire dans le GD de I’hippocampe,
produisant ainsi de nouveaux neurones. Ces nouveaux neurones issus de la neurogencse
adulte hippocampique s’intégrent dans les circuits existants de 1’unité fonctionnelle que
constitue 1’hippocampe. Il s’agit d’une structure trés organisée avec le GD et la corne
d’Ammon (CA) subdivisée en sous-régions (CAl, CA2 et CA3). Le GD porte notamment les
cellules granulaires et des interneurones, alors que la CA porte des neurones pyramidaux ainsi
que des interneurones (Acsady et al., 1996; Lorincz & Nusser, 2008). Cette organisation
structurelle est associée a une organisation fonctionnelle définie comme le circuit
trisynaptique (Figure 5). Dans ce circuit unidirectionnel, la voie afférente est constituée par
les fibres perforantes qui sont un ensemble d’axones émis par des neurones dont les corps
cellulaires sont situés dans le cortex entorhinal médian ou latéral. Ces axones font la premicre
connexion du circuit, au niveau de la couche moléculaire, avec les dendrites des cellules
granulaires du GD. Ces cellules granulaires projettent leurs axones jusqu’aux dendrites des
cellules pyramidales de l'aire CA3, cette projection forme les fibres moussues. Les cellules
pyramidales de l'aire CA3 projettent alors soit vers 1'hippocampe controlatéral via le corps
calleux, formant les fibres commissurales ; soit vers la CAl, formant les collatérales de
Schaffer. Cette connexion constitue la troisieme synapse de ce circuit. Enfin la voie efférente
qui véhicule les informations traitées par 1’hippocampe est constituée des axones issus des
neurones pyramidaux de la CA1 et qui projettent notamment vers le subiculum qui contacte

en retour le cortex entorhinal (Amaral et al., 2007).
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Figure 5 - Organisation de I’hippocampe. A. Localisation de 1’hippocampe dorsal et de ’hippocampe ventral chez le
rongeur. B. Coupe frontale de la partie postérieure de 1’hippocampe. C. L'hippocampe est caractérisé par un circuit neuronal
trisynaptique : les fibres perforantes projettent sur les cellules granulaires contenues dans le GD, qui a leur tour envoient
massivement leurs axones (fibres moussues) vers les cellules pyramidales de I’aire CA3. Puis ces cellules de I'aire CA3
projettent leurs axones vers les cellules pyramidales de I’aire CA1 (collatérales de Schaffer) (Neves et al., 2008 pour revue).

Cette production de jeunes neurones est possible grice a la niche neurogénique que
constitue la zone sous-granulaire du GD. Cette niche neurogénique constitue un
environnement particulier favorable pour la neurogenése hippocampique adulte, en particulier
grice a sa composition en cellules de la microglie, astrocytes ainsi qu’en cellules
endothéliales (Aimone et al., 2014). Les différentes étapes de prolifération des progéniteurs,
de survie, de différenciation et de maturation des jeunes neurones, nécessitent plusieurs
semaines et impliquent la migration des cellules en maturation dans la couche granulaire de
I’hippocampe (Figure 6). Chacune de ces ¢étapes est analysée avec la technique
d’immunohistochimie grace a des marqueurs spécifiques. Ainsi la prolifération peut étre
approchée par le marqueur Ki67, les neurones immatures sont marqués par la doublecortine

(DCX) et les neurones matures expriment le marqueur NeuN.

37



Immature

RGLs neuron i e
. . \
Typet cell Intermediate progenitors
€y s A N\ L
«i "(I'KL—:’ I 3 Typed cell Granule \ Y
= gf"— Type2a cell Typez2b cell cell 1/ \
7' V3
Granule i“. g 2
11 F s b
Cor- B .—c-i._ﬁ}cf“ o S - = ¥ — ~Nelly At W2 = i
Subgranular CIENE o 00 el iR I e W \-.__,_.‘-:* :
zone U U f !
Quiescence Proliferation/ Fate specification Morphogenesis and Maturation
Activation differentiation

Figure 6 - Représentation schématique des étapes impliquées et types cellulaires de la neurogenése hippocampique
(d'aprés Goncalves et al., 2016 pour revue). La neurogenése adulte hippocampique implique plusieurs étapes de
prolifération, différenciation, maturation et survie.

Des facteurs environnementaux tels que les stimulations sociales, cognitives,
sensorielles, ou encore 1’activité physique augmentent les différentes étapes de la neurogenese
adulte (M. J. Chen & Russo-Neustadt, 2009; Farioli-Vecchioli et al., 2014; Moreno-Jimenez
et al., 2019). Il en va de méme pour des facteurs neurotrophiques tels que le BDNF, le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) ou ’'lGF-1 (Insulin-Like Growth Factor-1) (Licht et
al., 2016; L. Wang et al.,, 2015). Enfin, des systémes de neurotransmission stimulent
¢galement les différentes étapes de la neurogenese hippocampique, notamment le systéme

sérotoninergique, via les récepteurs 5-HTia et 5-HT4 (G. Lucas et al., 2007; Noto et al.,

2016), ou le systéme GABAergique (Ge et al., 2007 pour revue).

11.2.1 Prolifération

Les cellules souches du GD se divisent majoritairement de mani€re asymétrique,
permettant ainsi la production de progéniteurs neuraux. Les cellules souches du GD sont des
cellules souches de morphologie radiale (Radial glia-like cells) de type 1, caractérisée par un
corps cellulaire dans la zone sous-granulaire avec une longue projection radiale s’infiltrant
dans la couche granulaire du GD, et avec des ramifications complexe dans la couche
moléculaire. Ces cellules souches de type 1 expriment notamment la protéine fibrillaire acide
de la glie (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein), les filaments intermédiaires de nestine et
Sox2 (sex determining region Y-box2). Le maintien de la quiescence des cellules souches
ainsi que du caractere hétérogene des cellules produites sont régulés par de nombreux
¢léments de la niche neurogénique, telle que la signalisation Notch. Les cellules souches
restent majoritairement a un état de quiescence (Encinas et al., 2011), contrairement a lors de
la neurogenése embryonnaire, durant laquelle les cellules souches ont une capacité
proliférative plus importante permettant ainsi la production rapide en quelques mois de

milliards de neurones (Figure 7).
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Figure 7 — Prolifération des cellules souches lors de la neurogenése embryonnaire et de la neurogenése adulte.
Durant la neurogenése embryonnaire, la majorité des cellules souches est activée, seule une partie entre en phase de
quiescence. Lors de la neurogenese adulte, la majorité des cellules souches est quiescente, seule une partie transite vers un
état activé. (Boareto et al., 2017 pour revue)

Les progéniteurs neuraux intermédiaires sont des cellules souches de morphologie
horizontale de type 2a et 2b. Les cellules progénitrices de type 2a expriment toujours les
filaments intermédiaires de nestine ainsi que Sox2, mais elles n’ont plus du tout la méme
morphologie que les cellules de type 1, elles possédent de courtes projections
horizontales. Les cellules de type 2b n’expriment plus les filaments de nestine, mais
commencent a exprimer les marqueurs de neuroblastes comme NeuroD (Neurogenic
Differentiation) et Prox1 (Kuwabara et al., 2009; Lavado et al., 2010). Ces progéniteurs
neuraux intermédiaires sont capables de produire plusieurs types cellulaires tels que des
neurones mais aussi des cellules gliales : astrocytes ou oligodendrocytes (Bonaguidi et al.,
2011). La prolifération des cellules souches du GD conduit a 1’addition d’environ 700
neurones par jour par hippocampe chez I’Homme (Boldrini et al., 2018; Spalding et al., 2013)

et a I’addition de quelques milliers de neurones par jour par hippocampe chez les rongeurs

(Bordiuk et al., 2014; Cameron & McKay, 2001).

11.2.2 Survie et différenciation

La phase de différenciation est le moment ou les progéniteurs neuraux intermédiaires
indifférenciés deviennent des cellules différenciées. Cette différenciation en neurones ou en
cellules gliales (il s’agit dans ce cas de gliogenese) est régulée par les astrocytes composant la
niche neurogénique (Song et al., 2002). La majorité des progéniteurs neuraux se différencient
en neuroblastes plutdt qu’en cellules gliales (Steiner et al., 2004), mais les facteurs
déterminant cette différenciation ne sont pas encore identifiés. Seule la différenciation en
neuroblastes sera abordée ici. Les neuroblastes sont des cellules de type 3 qui expriment
NeuroD et Proxl ou encore PSA-NCAM (Polysialated form of Neural Cell Adhesion
Molecule). Cette étape repose sur les actions antagonistes de plusieurs génes spécifiques, et
notamment Notch. Ces neuroblastes nouvellement formés migrent dans la partie interne de la

couche granulaire du GD, et commencent a développer de nouveaux prolongements : ces
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cellules sortent du cycle cellulaire et se différencient en jeunes neurones immatures. Ces
jeunes neurones immatures seront produits environ une semaine apres la division de la cellule
souche (Ghosh, 2019 pour revue; Lopez-Rojas & Kreutz, 2016). Cette différenciation suit les

mémes étapes que lors de la neurogenese embryonnaire (Hochgerner et al., 2018) (Figure 8).
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Figure 8 — Les neurogenéses embryonnaire et adulte partage les mémes étapes. Lors de la neurogenése embryonnaire,
les cellules souches du neuroépithélium (NE) proliférent dans la zone ventriculaire (VZ) du tube neural ; les cellules
différenciées migrent ensuite selon leur devenir : les premiers neurones sont positionnés dans la zone marginale (MZ) et les
cellules gliales dans la surface corticale (MA). Lors de la neurogenese adulte, ces étapes de prolifération et de différenciation
ont lieu dans la zone sous-granulaire dans le GD de I’hippocampe et la zone sous-ventriculaire (SVZ) située sur les parois des
ventricules latéraux (Hochgerner et al., 2018; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009 pour revue).

Seulement 25% des neuroblastes vont survivre et s’intégrer dans les circuits
hippocampiques, les autres subissent I’apoptose principalement dans les 4 premiers jours

apres la différenciation en neuroblaste (Kempermann et al., 2003; Sierra et al., 2010).

[1.2.3 Maturation

Apres leur différenciation, les jeunes neurones immatures étendent leurs axones le long des
zones de projection des fibres moussues. Ces jeunes neurones développent ensuite leurs
prolongements dendritiques apicaux dans la couche moléculaire, et de nombreuses synapses
avec les fibres d’axones venant du cortex entorhinal vont étre établies sur ces dendrites. Les
épines dendritiques sont de plus en plus nombreuses entre la 3™ et la 4°™ semaine aprés la
division (Zhao et al., 2006). D’autre part, lors de la maturation, des changements d’expression
de 2 co-transporteurs du chlore entrainent une diminution de la concentration intracellulaire
de chlore des jeunes neurones. Cette concentration intracellulaire du chlore détermine les
effets inhibiteurs ou excitateurs du GABA : I’effet du GABA qui est dépolarisant des le stade

de progéniteurs neuraux de type 2, essentiel a la maturation des jeunes neurones immatures,
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est perdu (Esposito et al., 2005). Cette étape de maturation est similaire a celle de la
neurogenése embryonnaire, bien qu’elle semble plus rapide lors de la neurogenése
embryonnaire (Ben-Ari, 2007; Esposito et al., 2005 pour revue; Overstreet-Wadiche et al.,
2006). Environ 2 mois apres leur division lors de la neurogenéese adulte, ces nouvelles cellules
granulaires qui ont survécu et qui se sont intégrés dans le circuit trisynaptique de

I’hippocampe deviennent indifférents aux neurones matures déja existants.
I.3  Neurogenese et antidépresseurs

La neurogenese hippocampique adulte fait partie intégrante de I’homéostasie de
I’hippocampe et serait un acteur important dans la dépression et sa guérison. Cette hypothése
se base notamment sur la constatation a maintes reprises en post-mortem d’une atrophie
hippocampique chez des patients souffrant d’EDC, pouvant refléter une perte neuronale liée a
une diminution de la neurogenése hippocampique (Kempton et al., 2011). Elle se base
¢galement sur le lien entre I’augmentation des taux de glucocorticoides, pouvant étre a
I’origine d’EDC (voir chapitre 1.2.3 pour I’hypothése de I’origine inflammatoire de la
dépression), et la diminution du BDNF, réduisant ainsi 1’étape de prolifération de la
neurogenese hippocampique adulte. En effet, une étude in vitro sur cellules humaines indique
qu’une faible concentration de cortisol augmente la prolifération des progéniteurs neuraux,
tandis qu’une forte concentration de cortisol la réduit. Cette étude précise que 1’utilisation
d’un antagoniste des récepteurs aux minéralcorticoides, la spironolactone, ainsi que d’un
antagoniste des récepteurs aux glucocorticoides, le RU486, a montré que ces effets sont
dépendants des récepteurs aux minéralcorticoides et des minéralcorticoides, respectivement
(Anacker et al., 2013). En revanche, une ablation de la neurogenése hippocampique adulte
seule n’induit pas de comportement de type dépressif chez la souris (Revest et al., 2009; Zou
et al., 2015), bien qu’elle induit un phénotype anxieux (Revest et al., 2009). Au contraire, une
seconde étude indique que la suppression de la neurogenese n’induit pas de phénotype anxio-
dépressif, mais qu’en revanche, aprés un stress aigu, cette suppression exacerbe le phénotype
anxio-dépressif (Snyder et al., 2011). Cette derniére étude suggere qu’un trouble de la

neurogenese hippocampique rendrait plus sensible aux effets du stress.

L’¢équipe de Boldrini a montré chez I’Homme que le traitement avec des antidépresseurs
induisait une augmentation de la neurogenése dans le GD (Boldrini et al., 2018; Boldrini et
al., 2013). Ces résultats sont confirmés par des études précliniques menées chez des rongeurs.

En effet, dans certaines souches d’animaux naifs et non stressés, des traitements chroniques
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par des antidépresseurs induisent une augmentation de la prolifération, de la survie et de la

maturation des jeunes neurones (Santarelli et al., 2003; J. W. Wang et al., 2008).

La réponse a un traitement chronique d’antidépresseurs est partiellement affectée par une
irradiation du GD par des rayons X, provoquant une ablation de la neurogenése
hippocampique, que ce soit chez des souris naives (Santarelli et al., 2003), chez des souris
soumises a un stress chronique imprédictible (Surget et al., 2008) ou encore dans le modéele
CORT (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). L’ablation de la neurogenese
hippocampique chez des primates non humains affecte également la réponse a la fluoxétine
dans un mod¢le de stress chronique (Perera et al., 2011). Ceci implique donc que la
neurogenese hippocampique adulte est un des ¢léments nécessaires a la réponse aux

antidépresseurs.

Si le traitement avec des antidépresseurs induit des effets neurogéniques, il induit aussi des

effets comportementaux qui sont prédictifs d’une activit¢é anxio-dépressive des

antidépresseurs utilisés. Ceci est vérifié chez des souris 129 SvPas naives avec un niveau de
neurogenese faible (Diaz et al., 2012) mais aussi dans les modéles d’anxiété/dépression
(Tableau 3). De maniére intéressante, apres suppression de la neurogenése par irradiation du
GD aux rayons X, la fluoxétine perd son effet dans un test prédictif d’une activité mixte
anxiolytique/antidépressive des antidépresseurs : le NSF (Mendez-David et al., 2014). Ceci
démontre donc que ce test comportemental évalue I’effet neurogenése-dépendant de la

fluoxétine.

Tableau 3 - Implication des jeunes neurones issus de la neurogenése dans ’activité de type antidépressif des ISRS
(David et al., 2010 pour revue). L’implication des jeunes neurones a été¢ étudiée apres irradiation aux rayons X, dans
différents tests.

Conditions Souche Test ISRS Effets Références
comportemental
129SVEy NSF .Fh.loxetn.le, Ne}lrogenese— (Santarelli
imipramine dépendants et al., 2003)
Pas de stress N - (Holick et
. i eurogengse-
BALB/cj FST, NIH Fluoxétine indépendants al., 2008)
Stress N .
. . eurogenese-
Chrogl,q‘,le BALB/cj | CS,ST,NSF, A ﬂl‘joi‘;gﬁfe dépendants (CS, ST, (?ugg(f(; ;t
| modere P NSF) / indépendants (A) (21> 2008)
imprédictible
Neurogenése- (David et al
CORT C57BL/6Ntac| NSF, OF, FST Fluoxétine | dépendants (NSF) / 2009) ?
indépendants (OF, FST)

NIH = Novelty Induced Hypophagia; SC = Sucrose Consumption; CS = Coat State; A = Actimeter
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D’un point de vue anatomique le GD dorsal et le GD ventral apparaissent comme deux
structures fonctionnellement distinctes. Chez I’homme, dans le GD antérieur qui est
I’équivalent du GD ventral chez les rongeurs, il a été démontré post-mortem que la densité de
cellules granulaires était plus faible chez les patients dépressifs non traités vis-a-vis des
patients sains (Boldrini et al., 2014). Ce n’est pas le cas dans le GD postérieur (Boldrini et al.,
2014), I’équivalent du GD dorsal chez les rongeurs. De plus, les patients traités avec des
antidépresseurs présentent une densité de cellules granulaires supérieure a celle des patients
dépressifs non traités. De maniére intéressante, ces mémes parametres ne sont pas modifiés
dans le GD postérieur (Boldrini et al., 2013). Ces données sont corroborées chez le rongeur.
Chez des souris soumises a un stress chronique imprédictible, la prolifération des jeunes
neurones est diminuée uniquement dans le GD ventral, et non dans le GD dorsal (Tanti et al.,
2012). D’autre part, le GD ventral est li¢ notamment aux comportements anxieux. En effet, la
stimulation optogénétique des cellules granulaires du GD ventral induit un effet anxiolytique
qui n’est pas observé lorsque la méme stimulation est appliquée dans le GD dorsal (Kheirbek
et al., 2013). Ainsi, de par son role crucial dans la pathologie dépressive et de par sa réponse
particuliére aux traitements aux antidépresseurs, nous nous sommes intéressés a la subdivision

ventrale du GD.

La neurogenese hippocampique adulte est donc un acteur important dans les EDC et leur
guérison. Si les jeunes neurones issus de la neurogenese adulte hippocampique dans le GD
ventral sont impliqués, les mécanismes par lesquels ils interviennent ne sont cependant pas
encore completement €lucidés. Les récepteurs NMDA du glutamate de ces jeunes neurones et
leur composition, de plus en plus étudiés ces derni¢res années, pourraient étre des acteurs

essentiels de ces mécanismes.

[II. Importance de la sous-unité GluN2B du récepteur NMDA des jeunes

neurones
[II.1 Généralités sur le récepteur NMDA du glutamate

Le récepteur NMDA du glutamate est un récepteur ionotropique. Il est couplé a un canal
ionique pouvant s’ouvrir et se fermer pour permettre le passage de cations, principalement les
ions Ca**. L’ouverture du récepteur NMDA est bloquée au potentiel de repos par un ion Mg*",
qui peut étre libéré en cas de dépolarisation du potentiel membranaire (Nowak et al., 1984).
L’ouverture dépend également de la liaison du ligand au récepteur, le glutamate, ainsi que de
la liaison d’un co-agoniste sur le site glycine (Wood, 1995). Le glutamate se lie a la sous-
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unité GluN2, et la glycine ou la D-sérine sur la sous-unit¢ GluN1 (Yu & Lau, 2018). Dans
I'hippocampe, la D-sérine serait le co-agoniste préférentiel des récepteurs NMDA
synaptiques, et la glycine celui des récepteurs NMDA extra-synaptiques (Papouin et al., 2012)
(Figure 9).

Récepteur NMDA Récepteur NMDA a
a l'état fermé I'état ouvert

Glycine (récepteur
extra-synaptique) Site allostérigue de
ou D-sérine liaison du Ro25-6981

(récepteur Glycine ou
Glutamate _cEri
synaptique)‘ D-sérine
Milieu
extracellulaire

Site allostérique de
liaison du Ro25-6981

— @

Glutamate

Milieu
intracellulaire

Figure 9 - Le récepteur NMDA du glutamate est un récepteur ionotropique composé de 4 sous-unités. Au potentiel de
repos, il est bloqué par un ion Mg?*. De plus, I’ouverture du canal ionique est régulée par la liaison simultanée d’un ligand
sur le site NMDA ainsi que de celle sur le site glycine/D-sérine.

Le récepteur NMDA du glutamate est un hétérotétramere, composé de 4 sous-unités. Pour
étre fonctionnel, ce récepteur doit étre composé de 2 sous-unités GluN1. Dans le systéme
nerveux central, les récepteurs NMDA sont des tétraméres majoritairement constitués de 2
sous-unités GluN1 et 2 sous-unités GluN2. Cette famille des sous-unités GIuN2 est constituée
de 4 membres : GIuN2A, GluN2B, GIuN2C et GluN2D. Les récepteurs NMDA forment des
tétrameéres hétérodimériques (par exemple avec 2 sous-unités GIluN1 et 2 sous-unités
GluN2B) ou hétérotrimériques (par exemple avec 2 sous-unités GluN1, 1 sous-unit¢ GluN2A
et 1 sous-unit¢ GIuN2B). Dans les neurones pyramidaux de I’hippocampe, les sous-unités
GIluN2A et GIuN2B sont majoritaires (Rauner & Kohr, 2011). Cela semble également étre le
cas dans les cellules granulaires de I’hippocampe (Kannangara et al., 2014; Kheirbek et al.,
2012). Dans les neurones pyramidaux de la CAl, les sous-unités GIuN2A et GluN2B du

récepteur NMDA sont localisées respectivement sur les récepteurs synaptiques et extra-
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synaptiques (Papouin et al., 2012). La sous-unité GluN2B est majoritairement exprimée dans
I’hippocampe dans le cerveau embryonnaire. Quelques semaines aprés la naissance,
I’expression de la sous-unité GluN2A augmente, a I’'inverse de 1’expression de la sous-unité
GluN2B. De la méme fagon que lors du développement, les récepteurs NMDA des jeunes
neurones issus de la neurogenése adulte hippocampique exprimeraient de fagon plus
importante cette sous-unité GIuN2B (Canales, 2016; Doan et al., 2019 pour revue). La
quantification de ce phénomene est complexe du fait de la composition hétérodimérique ou
hétérotrimérique des récepteurs NMDA, pouvant ainsi passer par exemple de récepteurs avec
2 sous-unités GluN2B a des récepteurs avec 1 sous-unité GIuN2A et 1 sous-unit¢ GluN2B.
Une identification par immunohistochimie de ces sous-unités semble donc difficile a
quantifier, puisque malgré la diminution de 1’expression de la sous-unit¢ GluN2B, la cellule
serait tout autant identifiée comme possédant la sous-unit¢ GluN2B ; la quantification de ce

phénoméne ne semble pas avoir été réalisée a ce jour.

Dans cette thése, le Ro25-6981, un antagoniste non compétitif sélectif de la sous-unité
GIluN2B, a été utilisé. I1 est 5000 fois plus sélectif pour la sous-unité GIluN2B que pour la
sous-unité GluN2A. En effet, une étude in vitro a montré sur ovocytes de xénope dont des
récepteurs NMDA expriment soit la sous-unit¢ GluN2B soit la sous-unit¢ GIuN2A que le
Ro15-6981 posséde une concentration inhibitrice médiane (Clso) de 0,009 pmol/L pour les
récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢é GluN2B, et une Clso de 52 pumol/L pour les
récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIluN2A (Fischer et al., 1997). Aprés liaison du
glutamate au récepteur NMDA, la liaison sélective du Ro25-6981 sur la sous-unit¢ GluN2B
entraine des modifications conformationnelles au niveau du domaine amino-terminal (au
niveau extracellulaire) du récepteur et entraine la fermeture du canal ionique (Zhu et al.,
2016). Le site de liaison allostérique de cet antagoniste sélectif est situé en dehors du canal
ionique (Lu et al., 2017) (Figure 9), contrairement a d’autres antagonistes non compétitifs du
récepteur NMDA telle que la kétamine, dont le site de liaison, qu’elle partage avec la
phencyclidine, se situe a I’intérieur du canal ionique. En outre, ce site phencyclidine recouvre
partiellement le site de fixation du Mg*" ce qui implique dans ce cas, que la fixation de

’antagoniste n’est possible qu’apres libération de 1’ion Mg** (Lu et al., 2017).
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[I1.2 Réle des jeunes neurones dans les fonctions hippocampiques : Lien avec les

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B

La composition du récepteur NMDA, et notamment I’identit¢ des sous-unités GluN2,
influence les propriétés fonctionnelles du récepteur du glutamate. Chez des patients atteints
d’EDC, D’expression des sous-unités GIuN2A et GluN2B est diminuée dans le cortex
préfrontal (Feyissa et al., 2009). La sous-unit¢ GluN2B nous a plus particuliérement intéressés
car elle semble jouer un role important dans les effets antidépresseurs. L’utilisation d’un
modele de souris génétiquement modifiées chez lesquelles la sous-unité GIuN2B est
supprimée dans les neurones pyramidaux du néocortex et de I’hippocampe montre
I’importance de cette sous-unité dans la physiopathologie des EDC ainsi que dans les
traitements antidépresseurs (O. H. Miller et al., 2014). En effet, dans cette étude, en I’absence
de la sous-unité GluN2B, ’administration de corticostérone n’induit plus d’augmentation du
temps d’immobilité dans le TST. D’autre part, un effet de type antidépresseur est mis en
¢vidence dans le labyrinthe en croix surélevé, chez ces souris génétiquement modifiées par
rapport a des souris contrdles. Dans une autre étude, le Ro25-6981, antagoniste sélectif de la
sous-unité¢ GluN2B, a été administré localement dans le cortex médian préfrontal chez des
souris C57BL/6J. Cette administration locale conduit a un effet de type antidépresseur dans le
FST (Kiselycznyk et al., 2015). L’effet d’un autre antagoniste sélectif de la sous-unité
GIluN2B, l’ifenprodil, a été étudi¢ aprés une administration unique par voie intrapéritonéale
chez des rats soumis a un stress chronique imprédictible. Cet antagoniste de la sous-unité
GluN2B conduit aussi a un effet de type antidépresseur dans le FST (Yao et al., 2020). Des
modulateurs allostériques négatifs de la sous-unité GluN2B ont également montré un effet de
type antidépresseur (Marcin et al., 2018), notamment dans le FST ou bien dans le NSF chez la
souris naive (Bristow et al., 2017). Une étude clinique pilote a également étudié 1’efficacité
d’un antagoniste sélectif de la sous-unité GIuN2B, le MK-0657, chez des patients résistants
aux traitements antidépresseurs. Bien que l’essai ne se soit tenu que sur peu de patients, il
indique un effet antidépresseur du MK-0657 lors d’une évaluation des symptomes par le
soignant avec 1’échelle de dépression d’Hamilton, ainsi que lors d’une auto-évaluation dans
I’inventaire de dépression de Beck, mais pas lors d’une évaluation avec 1’échelle
Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (Ibrahim et al., 2012). Le role précis de cette
sous-unit¢ GluN2B n’est cependant pas encore complétement bien compris. Nous avons
discuté les propriétés qu’imprime la présence de cette unit¢ GluN2B dans les jeunes neurones

du GD de I’hippocampe dans la revue ci-dessous.
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Dans cette revue « Role of adult-born granule cells in the hippocampal functions:
focus on the GluN2B-containing NMDA receptors » (Article 1), je me suis intéressée au
role important des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIluN2B dans les propriétés
spécifiques des jeunes neurones, aux niveaux ¢lectrophysiologique, comportemental et
neurochimique. La présence de cette sous-unité contribuerait en partie aux propriétés
spécifiques électrophysiologiques des jeunes neurones durant la période de 4 a 6 semaines
apres division. La présence du GluN2B dans les jeunes neurones durant cette période
contribuerait également a 1’effet comportemental neurogenese-dépendant des ISRS. En effet,
aprés délétion de cette sous-unité dans les jeunes neurones dans un modele de souris
génétiquement modifié, les effets de la fluoxétine sont atténués dans le NSF, tandis que cette
délétion n’affecte pas des tests comportementaux neurogenese-indépendants tel que I’EPM ou
le TST (Tannenholz et al., 2016). La méme équipe avait montré que 1’ablation de la sous-
unité GIuN2B dans les jeunes neurones dans ce méme modele de souris génétiquement
modifiée naive empéche une bonne discrimination fine de contextes dans le test de
conditionnement a la peur (Kheirbek et al., 2012). Ainsi, I’expression importante de cette
sous-unité dans cette population spécifique durant une période critique de 4 a 6 semaines
apres division contribuerait aux effets comportementaux neurogenese-dépendant. (Doan et al.,

2019).
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1.

Introduction

hippocampus. However, they greatly influence several hippocampus-dependent behaviors, sug-
gesting that adult-born granule cells have specific roles that influence behavior. In order to
understand how exactly these adult-born granule cells contribute to behavior, it is critical to
understand the underlying electrophysiology and neurochemistry of these cells. Here, this re-
view simultaneously focuses on the specific electrophysiological properties of adult-born gran-
ule cells, relying on the GluN2B subunit of NMDA glutamate receptors, and how it influences
neurochemistry throughout the brain. Especially in a critical age from 4 to 6 weeks post-division
during which they modulate hippocampal functions, adult-born granule cells exhibit a higher
intrinsic excitability and an enhanced long-term potentiation. Their stimulation decreases the
overall excitation/inhibition balance of the DG via recruitment of local interneurons, and in the
CA3 region of the hippocampus. However, the link between neurochemical effects of adult-born
granule cells and behavior remain to be further examined.

© 2019 Elsevier B.V. and ECNP. All rights reserved.

was demonstrated that neurogenesis occurs in the DG un-
der physiological conditions throughout life, and can be en-

Adult hippocampal neurogenesis (AHN) is a phenomenon
that has been recently discovered, as it was first men-
tioned in the literature in 1965 (Altman and Das, 1965). It

* Corresponding author.
E-mail address: laurent.tritschler@u-psud.fr (L. Tritschler).

https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2019.07.135
0924-977X/© 2019 Elsevier B.V. and ECNP. All rights reserved.

hanced by living in an enriched environment (Kempermann
et al., 1998).

AHN is the process by which adult-born granule cells
are continuously generated from a residential population
of neural precursors (Alvarez-Buylla and Lim, 2004; Gage
and Temple, 2013; Ming and Song, 2011), found in the
subgranular zone of the dentate gyrus (DG) in the hip-
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pocampus. The hippocampus is composed of several
interconnected subregions, including the DG and the cornu
ammonis (CA). Only a small number of adult-born granule
cells are added in each DG: about 700 neurons per day in
adult humans (Boldrini et al., 2018; Eriksson et al., 1998;
Kempermann et al., 2003; Spalding et al., 2013) and a few
thousand per day in mouse and rat hippocampus (Bordiuk
et al., 2014; Cameron and McKay, 2001; Jacobs et al.,
2000), depending on numerous environmental factors such
as the gender, diet or exercise. Indeed, many studies have
shown sex differences in AHN in humerous mammalian (Koss
and Frick, 2017), which are linked to steroid hormones
(Duarte-Guterman et al., 2015). However, how neurogene-
sis differs between sexes is still under debate (Chow et al.,
2013; Duarte-Guterman et al., 2015; Hillerer et al., 2013).
Diet is also a major influence on AHN (Heberden, 2016).
Dietary restriction increases the number of neurons added
per day in the DG in mice and in rats (Lee et al., 2000,
2002). Conversely, overnutrition or high-fat diets decrease
this number (Lindqvist et al., 2006; van der Borght et al.,
2011). Another environmental factor influencing the num-
ber of neurons added daily in the DG is voluntary exercise.
Voluntary exercise has been shown to double the number of
surviving adult-born neurons in the hippocampal circuitry
in mice (van Praag et al., 1999). In a trial with elderly
humans, aerobic exercise increased selectively anterior
hippocampal volume; this increase being associated with
greater serum levels of BDNF, a mediator of neurogenesis in
the DG (Erickson et al., 2011). Thus, the number of neurons
added per day is multifactorial and regulated by many
factors, which are important to consider.

Yet, this minor population of the hippocampus is able to
influence specific brain functions to ultimately impact be-
havior. In particular, the role of the hippocampus in memory
has been extensively studied for decades (Danielson et al.,
2016; Deng et al., 2010; Sheldon and Levine, 2016; Song
et al., 2012a). The understanding of memory organization
was revolutionized after the myriad discoveries obtained
from the classic case report of a patient known as H.M.,
who was admitted to surgery to cure his epilepsy. The
bilateral hippocampal lesions he underwent led to a persis-
tent impairment to form new memories; yet, he retained
intact memory for events prior to the surgery (Scoville and
Milner, 1957, 2000), or procedural memory (Squire, 2009).
Then, studies in monkeys suggested that damage to the hip-
pocampal formation (including perirhinal cortex) delayed
retention of object discriminations, concurrent discrim-
ination (Zola-Morgan et al., 1989a, 1989b) and impaired
recognition memory, but not associative memory (Zola
et al., 2000). Other experiments narrowed the role of the
hippocampus as contributing to specific forms of memory
(Squire, 1992). Indeed, studies in rodents with hippocampal
lesions indicated that the hippocampus is involved in mem-
ory retrieval (Fortin et al., 2004), spatial discrimination
(Clark et al., 2005) and working memory (Gilbert and
Kesner, 2006). As previously mentioned, the integration
of adult-born granule cells plays a crucial role in learning
and memory. In two studies contributing to this notion,
inducible transgenic strategies were used either to increase
(Sahay et al., 2011b) or to suppress AHN (Dupret et al.,
2008). Mice with increased AHN showed an increased ability
to context discrimination in a pattern separation task.
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Conversely, suppressing AHN in mice impaired their ability
to retain spatial relational memory (Dupret et al., 2008).
Likewise, the suppression of AHN due to focal X-irradiation
of newborn neurons induced a deficit in pattern separa-
tion (Clelland et al., 2009), but it did not affect learning
in very different contexts (Clelland et al., 2009; Dupret
et al., 2008). Other studies have revealed the inconsistency
of the adult-born granule cells’ role in learning and memory
(Cameron and Glover, 2015; Deng et al., 2010). This incon-
sistency could be explained by the less complex forms of
learning studied. These studies did not use the same specific
ablation system of AHN and did not evaluate these complex
forms of learning or memory (Cameron and Glover, 2015;
Deng et al., 2010). The hippocampus is also a key region in
mood regulation (Anacker and Hen, 2017). Patients suffer-
ing from depression have a reduced hippocampal volume
(Campbell et al., 2004; Frodl et al., 2006; Videbech and
Ravnkilde, 2004). Moreover, studies in rodents have demon-
strated the functional dissociation along the dorsoventral
axis of the DG: ventral hippocampal lesions affect mood
regulation, while dorsal hippocampal lesions affect memory
function (Bannerman et al., 2003; Fanselow and Dong, 2010;
Pothuizen et al., 2004; Wu and Hen, 2014). Chronic an-
tidepressant drug treatments stimulate AHN proliferation,
survival and neuronal differentiation (Banasr et al., 2004;
Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003; Wang et al.,
2008). In mouse models of anxiety/depression, neuroge-
nesis ablation partially suppresses antidepressant effects
and affects several behavioral tasks, including notably the
Novelty Supressed Feeding paradigm (David et al., 2009;
Mendez-David et al., 2013; Perera et al., 2011; Santarelli
et al., 2003; Surget et al., 2008; Tsai et al., 2015). Thus,
stimulation at each step of AHN is considered necessary to
achieve a complete response for antidepressant treatment
(Anacker and Hen, 2017; Mendez-David et al., 2013). These
data demonstrated that AHN affects hippocampal functions.

This review focuses on how adult-born granule cells influ-
ence hippocampal functions by their unique characteristics
and aims to summarize data on neurochemistry of adult-
born granule cells and their functions. In particular, we fo-
cus on a specific element of adult-born granule cells: the
GluN2B subunit of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) gluta-
mate receptor. First, we will focus on the electrophysio-
logical properties of the adult-born granule cells. We note
that there is a critical window during which adult-born gran-
ule cells have enhanced plasticity, especially through the
GluN2B subunit expression of their NMDA receptors. Sec-
ond, we will highlight how adult-born neurons impact brain
function during this critical period, as well as the role the
GluN2B-containing NMDA glutamate receptors play in these
brain functions. Third, we will describe adult-born granule
cells’ integration into the hippocampal circuitry. Finally, we
will discuss neurochemical mechanisms affected by the AHN
and that are linked to behavior regulation.

2. Adult-born granule cells possess distinct
electrophysiological properties

First of all, adult-born granule cells are neurons with
unique properties throughout their developmental stages
(Ming and Song, 2011). Once mature, they migrate into the
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granular layer of the DG. Within the adult-born granule
cell population, there are different subpopulations depend-
ing on their age. Beyond 6 weeks post-division, adult-born
granule cells become indistinguishable from mature granule
cells in terms of physiological and electrophysiological prop-
erties (Ge et al., 2007). However, studies have shown that
before 6 weeks post-division, adult-born granule cells differ
substantially from mature granule cells, especially from an
electrophysiological point of view. Two distinguishable pop-
ulations with distinct electrophysiological properties have
been identified: one up to around 3 weeks post-division,
and another from 4 to 6 weeks post-division. Up to 3 weeks
post-division, granule cells have a depolarizing response to
GABA as occurred during the development process (Wang
and Kriegstein, 2009). Four to 6-week-old granule cells dis-
play higher intrinsic excitability. This seems specifically due
to the presence of the GluN2B subtype in their NMDA recep-
tors subunit composition.

2.1. Up to approximately three weeks
post-division, adult-born granule cells are
depolarized by GABA

As soon as they have divided, adult-born granule cells are
exposed to ambient GABA, which can produce a tonic cur-
rent before any synaptic activation is detected (Ge et al.,
2006). Then, from 2 weeks post-division onward, they re-
ceive an initial GABAergic spontaneous postsynaptic current
inducing low frequency as well as long rise and decay times
(Esposito et al., 2005). This GABAergic input comes from lo-
cal GABAergic interneurons (Liu et al., 1998). The same phe-
nomenon was observed in postnatal development in granule
cells (Hollrigel and Soltesz, 1997). These GABAergic sponta-
neous postsynaptic currents are due to GABA, receptors, as
they were completely blocked by a selective GABA, recep-
tor antagonist, bicuculline (Esposito et al., 2005). The same
results were obtained with another GABA, receptor antag-
onist, SR95531 (Overstreet-Wadiche et al., 2006). Adult-
born granule cells are akin to neurons during brain devel-
opment (Ben-Ari, 2002; Chen et al., 1996; LoTurco et al.,
1995; Owens and Kriegstein, 2002) in that GABAergic input
also enhances depolarizing tonic currents. This GABAergic
depolarization is concomitant with DCX expression, which
labels adult-born granule cells aged up to about 3 weeks
(Heigele et al., 2016), indicating that this phenomenon is
restricted to this timing. Perforated-patch recordings con-
firmed depolarized GABA responses in adult-born granule
cells (Overstreet-Wadiche et al., 2005). Tonic currents were
highlighted in this study by using a specific GABA transporter
inhibitor, NO-711, which exacerbates the depolarization.
By contrast, adult-born granule cells tonic currents were
abolished by using a selective GABA, receptor antagonist,
bicuculline; this demonstrated that GABA, receptors, as
GABA-activated chloride channels (Olsen and Tobin, 1990),
are responsible for the depolarizing effect of GABA (Ge et
al., 2006). In order to obtain a depolarizing effect with an
opening of chloride channels, chloride ions need to present
an efflux from the cells. Contrarily, the opening of such
channels in mature granule cells leads to the opposite ef-
fect: a chloride influx. Adult-born granule cells possess high
cytoplasmic chloride ion contents (Delpire, 2000; Owens

and Kriegstein, 2002; Payne et al., 2003) owing to high lev-
els of NKCC1 (Na-K-Cl cotransporter 1) expression. These
GABAergic tonic currents were not demonstrated to induce
action potentials. However, they are likely to participate
in maintaining a resting membrane potential in a less hy-
perpolarized state corresponding to levels that enable the
generation of action potentials (Ben-Ari, 2007; Chancey et
al., 2013). As a consequence, the resting potential of adult-
born granule cells is higher than in mature granule cells.
The measure revealed a value of approximately —48 mV in
the earliest stages and a value of approximately —78 mV in
fully differentiated adult-born granule cells (Esposito et al.,
2005; Mongiat et al., 2009). This negative shift in the rest-
ing potential during development participates in the shift in
the reversal potential of the GABA-mediated chloride cur-
rents (Chen et al., 1996). These particular GABAergic cur-
rents seem to be crucial; they have been demonstrated to
be necessary in the normal maturation of adult-born gran-
ule cells regarding their dendritic development (Ge et al.,
2006).

By the third week post-division, GABA becomes hyperpo-
larizing through a chloride influx into neurons (Brumback
and Staley, 2008; Ge et al., 2006; Payne et al., 2003;
Rivera et al., 1999). This change is mainly due to differ-
ential neuron expression in the cotransporters KCC2 (K-Cl
cotransporter 2) and NKCC1. Immunohistochemical studies
revealed that, at this time, adult-born granule cells express
higher levels of the chloride exporter KCC2 and lower levels
of NKCC1. Even if the selectivity of KCC2 and NKCC1 anti-
bodies could be questioned (Lytle et al., 1995), the mRNA
levels and the mRNA silencing of the NKCC1 tend to confirm
these immunohistochemical observations (Ge et al., 2006;
Rivera et al., 1999). Other elements can participate in the
alteration of the effect of GABA in granule cells. Partic-
ularly, this timing also corresponds to the onset of gluta-
matergic input to these cells (Esposito et al., 2005). Dur-
ing the same period, GABAergic spontaneous postsynaptic
currents with fast kinetics appear and progressively replace
the ones with slow kinetics (Esposito et al., 2005). This in-
crease in the kinetics is also found in postnatal development
in granule cells (Hollrigel and Soltesz, 1997). Altogether,
for these 3 first weeks post-division, it seems that adult-
born granule cells recapitulate the steps observed during
the postnatal development.

2.2. From four to six weeks post-division,
adult-born granule cells exhibit enhanced plasticity

Excitability, or the ability of a neuron to generate an
action potential, is a critical point considering that action
potentials are the most common way a neuron propagates
information. In one study (Marin-Burgin et al., 2012), hip-
pocampal slices were prepared 4 weeks after the retroviral
labeling of adult-born granule cells to express a red fluo-
rescent protein, in order to target 4-week-old neurons in
mice. Current pulses ranging from 5 to 150 pA (duration
100 ps) were applied on the molecular layer of the DG,
where the perforant path axons from the entorhinal cortex
connect onto spines and dendrites of granule cells. By using
time-lapse calcium imaging, the authors observed that
the number of active immature and mature granule cells
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increased with stronger electrical stimuli. Each stimulus
was able to elicit a higher number of spikes in immature
granule cells as compared to mature ones, suggesting that
immature neurons require weaker inputs to trigger a spike
(Marin-Burgin et al., 2012). In most mature neurons, spikes
are generated in response to excitatory postsynaptic cur-
rents (EPSCs), activating Na* voltage-dependent channels
(Vacher et al., 2008). By contrast, in rat hippocampal slices,
current stimulations below the threshold for Na*™ action
potential initiation (pulse duration 200-us at a frequency of
0.05 Hz) generated transient low-threshold spikes (Schmidt-
Hieber et al., 2004), which are membrane depolarizations
generated by the transient Ca’** current (Puil and Carlen,
1984; Wang et al., 1991). These low-threshold spikes have
been demonstrated to be Ca?* dependent. Indeed, these
low-threshold spikes were insensitive to 1 uM tetrodotoxin,
a Na*channel blocker, but were blocked by 50 pM Ni%,
an inhibitor of calcium channels, showing that they were
independent of Na?*, but mediated by Ca’* channels
(Schmidt-Hieber et al., 2004). Altogether, it seems that
4-week-old neurons require weaker input to trigger a spike
than mature granule cells due to CaZ* currents.

Even if excitability of 4-to-6-week-old adult-born gran-
ule cells is higher than the excitability of mature granule
cells, they still represent only a small subpopulation within
the granule cells of the DG. Then, the question becomes
whether and how this minor subpopulation is able to mod-
ulate the excitability of the whole DG. In order to begin to
address this question, one study assessed the effect of AHN
ablation on perforant-path responses, since this path from
the entorhinal cortex is the major input to the DG. X-ray
irradiation, known to suppress AHN, decreased field evoked
responses following a perforant path stimulation (Lacefield
et al., 2012). Likewise, excitatory postsynaptic potentials
and population spike amplitude were analysed in X-ray irra-
diated mice after a spatial learning behavioral experiment.
Irradiated mice also had decreased responses to perforant
path stimulation (Park et al., 2015). The opposite approach
was also employed: DG excitability was examined in mice
with increased adult neurogenesis (lkrar et al., 2013). Such
an increase was obtained with the ablation of Bax, a pro-
apoptotic gene, in neural progenitors (Sahay et al., 2011a).
In view of the previous results (Lacefield et al., 2012; Park
et al., 2015), increasing AHN would be expected to increase
the excitability of the DG. However, using fast voltage-
sensitive dye imaging, a decrease in DG excitability was
observed, and the excitation spread was restricted to the
granule cell layer (lkrar et al., 2013). The results obtained
by lkrar et al. (2013) seem to be in opposition with the
ones obtained by others (Lacefield et al., 2012; Park et al.,
2015). The decrease in the excitability of the DG observed
in Bax mice corresponds to a decrease in mature gran-
ule cell population activation. This decrease in excitabil-
ity might be explained by the feedback inhibition of highly
excitable adult-born granule cells on mature granule cells,
through GABAergic hilar interneurons (described in detail
below) (Kheirbek et al., 2012a; Lacefield et al., 2012; Sa-
hay et al., 2011b). This hypothesis was further explored by
the use of picrotoxin, a GABA, receptor antagonist, in Bax
mice in order to overcome feedback inhibition (Adlaf et al.,
2017). In these conditions, perforant path stimulation still
decreased ESPCs in mature granule cells and reduced their
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excitatory transmission (Adlaf et al., 2017). This indicates
that feedback inhibition is not the only element contribut-
ing to the counter-intuitive finding that the number of
adult-born granule cells is inversely correlated to the ex-
citability of the mature network. Another element that may
be contributing to this phenomenon, in addition to AHN in-
crease, is the fact that the Bax model also increases synap-
togenesis in adult-born granule cells, which is much higher
in these mice than in control mice. A decrease in spine den-
sity in mature granule cells was also observed with Bax dele-
tion (Adlaf et al., 2017). This would lead to a competition
between adult-born and mature granule cells to receive the
inputs in their respective dendritic trees (this phenomenon
will be further described below). Following perforant path
stimulation in mice with an enhanced AHN, adult-born gran-
ule cells may usurp pre-existing synapses from mature gran-
ule cells to receive the inputs from the perforant path, re-
sulting in a decrease in EPSCs. It seems that the increase
in the spine density of adult-born granule cells does not
compensate for the decrease in spine density from ma-
ture granule cells. This lack of compensatory effect could
be explained by a high fraction of adult-born granule cell
synapses being silent in the absence of GABA input (Chancey
et al., 2013). This absence of GABA input may explain the
decrease in excitability after perforant path stimulation, in
presence of picrotoxin (Adlaf et al., 2017). Moreover, the
diverging results obtained by lkrar et al. (2013) are likely
due to their protocol of stimulation. Indeed, contrary to the
other studies using perforant path stimulation, Ikrar et al.
(2013) used a direct stimulation of the granular layer, which
stimulates adult-born and mature granule cells without con-
sidering the competition between adult-born and mature
granule cells to receive perforant path inputs that promote
adult-born granule-cell-mediated feedback inhibition. Alto-
gether, Bax deletion induces AHN, but dramatically changes
dendritic spine distribution in adult-born and mature gran-
ule cells. These results highlight the crucial role of competi-
tion in the dendritic tree of these two neuronal populations.
Overall, the Bax model leads to diverging results regarding
granule cell layer excitability: the Bax model increases the
AHN and decreases the excitability whereas the X-ray irradi-
ation suppresses the AHN and decreases also the excitabil-
ity in the DG. Finally, adult-born granule cells from 4 to 6
weeks post-division increases DG excitability through inter-
actions with the mature granule cells. However, they also in-
fluence mature granule cells through both of these phenom-
ena: feedback inhibition and competitive processes (Fig. 1).

The AHN-mediated excitability requires the NMDA re-
ceptor. This glutamate receptor is a tetramer, which is
typically composed of 2 obligatory GluN1 subunits and 2
GluN2 subunits (Laube et al., 1998). Four GluN2 subunits
have been described. In particular, in situ hybridization
of mMRNAs encoding NMDA receptor subunits in the devel-
oping rat revealed that in the hippocampus, only GluN2A
and GluN2B are expressed and able to form complexes
with GluN1 (Haberny et al., 2002; Monyer et al., 1994). The
GIuN2B subunit is the predominant GluN2 subunit in neurons
during development and subsequently, the GIUN2A subunit
becomes the predominant one (Dumas, 2005). Interestingly,
the GluN2B-containing NMDA receptors present a lower rate
of deactivation than GluN2A-containing NMDA receptors
(Erreger et al., 2005). Thus, the presence of GIUN2B on
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Fig. 1 Adult-born granule cells, at the critical age of 4 to 6 weeks, affect network activity in the DG and in CA3 area of the
hippocampus and influence specific hippocampal functions.

In their critical stage of development from 4 to 6 weeks, adult-born granule cells have particular electrophysiological properties;
more precisely, they demonstrate higher intrinsic excitability and a lower threshold for long-term potentiation. By their integration
in the DG network, they compete with mature granule cells for entorhinal cortex stimulation. Then, they notably stimulate cells
in CA3 and SST™ hilar interneurons via a glutamate release. These interneurons are responsible for feedback inhibition and provide
homeostatic control in the excitation/inhibition balance in CA3. Through their neurochemical implications in the hippocampus,
adult-born granule cells that preferentially express GluN2B-containing NMDA receptors influence hippocampus-dependent behavior.
With increased adult hippocampal neurogenesis, less mature granule cells receive perforant path stimulation, and SST* interneu-
rons are more stimulated. As a result, glutamate levels are decreased in CA3, and the excitation/inhibition balance in the DG is
also decreased. In contrast, a decrease in adult hippocampal neurogenesis leads to more mature granule cells receiving the cor-
tex entorhinal inputs and less SST™ interneurons are stimulated. In these conditions, glutamate levels are increased in CA3, and
excitatory postsynaptic current amplitude in the DG is increased.

Although the precise mechanisms of how adult-born granule cells influence neurochemistry have not yet been fully elucidated,
neurochemical modulation generated by adult-born granule cells lead to the changes in neurogenesis-dependent hippocampal
behavior.

these adult-born granule cells could explain the AHN-
mediated higher intrinsic excitability. To our knowledge, no
study has been performed to assess directly the time-course
of expression of GIuN2B in adult-born granule cells. How-
ever, indirect evidence have shown GluN2B expression in
adult-born granule cells (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004;
Ge et al., 2007; Kheirbek et al., 2012b; Kim et al., 2005;
Snyder et al., 2001; Tang et al., 1999; Tannenholz et al.,
2016); notably selective GIUN2B suppression in adult-born
granule cells affects antidepressant response in the Novelty
Suppressed Feeding (Kheirbek et al., 2012b) or impairs
the context discrimination (Tannenholz et al., 2016) both

behaviors are AHN-dependant. Concerning the implica-
tion of GluN2B in the adult hippocampal higher intrinsic
excitability, the expression of c-fos, an immediate-early
gene, following the exploration of a novel environment
was measured in GluN2B knockdown and control mice using
small interfering RNA (siRNA). The expression of c-fos was
increased in mice exposed to a novel environment, but a
smaller increase was observed in GluN2B knockdown mice,
suggesting that there is less excitability with lack of GluN2B
in adult-born granule cells. Furthermore, the suppression of
GluN2B in adult-born granule cells significantly decreased
neural activity of newborn neurons as compared to control
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mice (Li et al., 2013). Thus, these studies suggest that
adult-born granule cell excitability depends on the GluN2B
subunit of NMDA glutamate receptors.

Due to adult-born granule cells’ higher intrinsic excitabil-
ity, there is a potential for synaptic strength modification.
One study aimed to test this possibility by applying
electrophysiological recordings on hippocampal slices. In
particular, they used low-frequency perforant path stimu-
lation ranging from 100 to 400 A (20 us), and paired 2 Hz
afferent stimulation with postsynaptic depolarization to
-20mV. This experiment revealed that adult-born granule
cells produced consistent, robust long-term potentiation
(LTP), but not mature ones; this suggests that the threshold
for LTP induction is raised in mature granule cells (Wang
et al., 2000). Thereafter, it was demonstrated that the
threshold for LTP induction in adult-born granule cells
is lower than in mature neurons. Presynaptic bursts (10
stimuli at 100 Hz) at theta frequency (5 Hz) were applied at
the granule cells’ border. Unlike what is observed in mature
granule cells, this stimulation paradigm was sufficient to
induce LTP in adult-born granule cells (Schmidt-Hieber et
al., 2004). Adult-born granule cells’ threshold for LTP in the
DG was also studied by electrophysiological recordings in
X-irradiated rats (after a dwell time of three weeks). In this
experiment, the adult neurogenesis ablation showed an un-
equivocal reduction in LTP in DG (Snyder et al., 2001). Two
complementary strategies of ablation were used to study
the change in electrophysiological responses. X-irradiation
was also used for spatial specificity, and a genetic neural
progenitor cell ablation targeting the glial fibrillary acidic
protein (GFAP) with ganciclovir (GFAP-TK model) for cel-
lular specificity. In each of these ablation procedures, LTP
evoked by a 100Hz perforant path stimulation was com-
pletely abolished (Saxe et al., 2006). In rat hippocampal
slices, induction of LTP by perforant path stimulation was
not affected by an NMDA receptor antagonist, APV, but was
completely prevented by ifenprodil, a selective antagonist
of GluN2B-containing NMDA receptors (Ge et al., 2007;
Snyder et al., 2001). Moreover, slice electrophysiology was
conducted in hippocampal slices of mice 6-7 weeks after
deletion of the GluN2B subunit selectively in adult-born
granule cells (Kheirbek et al., 2012b). Similarly to exper-
iments led on neurogenesis ablation models (Saxe et al.,
2006), high frequency stimulation (four trains of 1s, 100 Hz,
trains every 15s) failed to induce LTP in the adult-born
granule cells lacking GIuN2B (Kheirbek et al., 2012b). This
indicates that the GluN2B subunit is critical to adult-born
granule cell synaptic strength. Finally, the amplitude of LTP
was studied in adult-born neurons from 2-week-old neurons
to 8-week-old neurons in hippocampal slices of mice. A
critical window with enhanced LTP between 4 weeks and
6 weeks was identified, whereas between 2 and 4 weeks
and after 6 weeks, LTP was not significantly different from
mature granule cells’ potentiation (Ge et al., 2007). It con-
firms that the 4-to-6-week-old granule cells are in a critical
stage of development that enables them to affect the
whole DG function. Moreover, the application of ifenprodil
in 4-week-old neurons reduced EPSCs by 72%. In 8-week-old
neurons, the same treatment led to only 25% reduction
(Ge et al., 2007). After the critical period of 4 to 6 weeks,
there is a shift from GluN2B to GluN2A corresponding to the
shift of particular properties of adult-born granule cells to
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the standard properties of mature granule cells (Cathala et
al., 2000; Selemon, 2013). Electrophysiological recordings
were obtained in hippocampal slices, transfected with
GluN2A/GluN1 in order to test the effects of this replace-
ment of GluN2B by GluN2A. Synaptic currents in transfected
cells were similar to those in nontransfected cells, indicat-
ing that the switch of GluN2B to GIuN2A reduced plasticity
(Barria and Malinow, 2005).

Around 4-6 weeks post division, adult-born granule cells
have lower thresholds for generating action potentials,
leading to higher intrinsic excitability. At that same mo-
ment, adult-born granule cells also have a lower thresh-
old for LTP. By these mechanisms, adult-born granule cells
exhibit a period of heightened plasticity 4-6 weeks post-
division (Table 1). Furthermore, an electrophysiological
study showed that the lack of young granule cells increases
the magnitude of spontaneous gamma bursts promoted by
perforant path input, although this perforant path input
was reduced (Lacefield et al., 2012), demonstrating the
involvement of AHN in the whole hippocampal functions.
Adult-born granule cell plasticity could play a key role in
adult-born granule cell involvement in forming new mem-
ory (Aimone et al., 2006, 2009; Cahill et al., 2017; Tashiro
et al., 2007) and in flexibility using memories (Park et al.,
2015). The pathophysiology of depression also involves dys-
function in synaptic plasticity (Perlman et al., 2012; Zeng
et al., 2012) and an antidepressant-like effect is associated
with an induction of synaptogenesis as well as an increase
in AHN in rats (Li et al., 2010, 2011).

As seen with excitability and LTP induction, adult-born
granule cells modulate network activity in the DG. This
could be linked to a competition between adult-born gran-
ule cells and mature granule cells to receive the neuronal
input. Spontaneous electric activity in the DG is consti-
tuted of gamma bursts, which are normally driven by ma-
ture granule cells. Competition with mature neurons for the
perforant path connections would then explain why elimi-
nation of adult-born granule cells increased gamma bursts
(Lacefield et al., 2012). This competition hypothesis is also
supported by a cellular compartment analysis of temporal
activity using fluorescence in situ hybridization in mice. This
analysis is based on the localization of c-fos transcripts and
is used to visualize cellular networks repeatedly activated
in the DG. This work demonstrated that the expansion of a
cohort of 5-to-8-week-old adult-born granule cells enhances
global remapping in the DG (McAvoy et al., 2016). Moreover,
in mice, neurogenesis enhancement through an enriched en-
vironment (Fabel et al., 2009; Olson et al., 2006) increases
the frequency of EPSCs in hippocampal slices compared to
mice under standard conditions. As there was no difference
between mice under enriched environment and mice under
standard conditions in the paired-pulse ratio - a measure of
presynaptic release probability - enhanced synaptic trans-
mission is likely to result from a greater number of func-
tional synapses (Adlaf et al., 2017). This hypothesis would
be consistent with a synaptic redistribution model wherein
adult-born neurons have existing terminals that synapse
onto mature granule cells and thus modify synaptic input
on mature granule cells. The GluN2B subunit seems to con-
tribute to the synaptic redistribution. Indeed, the deletion
of this subunit from NMDA receptors of adult-born granule
cells prevented the increase in the number of intersections
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of adult-born granule cell dendrites following fluoxetine
treatment (Kheirbek et al., 2012b; Tannenholz et al., 2016).
This finding supports the hypothesis that the GluN2B subunit
is implicated in adult-born granule cell dendritic changes.

Altogether, 4-to-6-week-old adult-born granule cells dis-
play a higher excitability regarding the low input they need
to trigger a spike as compared to mature granule cells
(Schmidt-Hieber et al., 2004). This property implicates the
GIuN2B subunit of the NMDA receptor (Li et al., 2013) and
affects the excitability of the whole DG trough feedback in-
hibition and competitive processes (Adlaf et al., 2017; Lace-
field et al., 2012; McAvoy et al., 2016). As consequences,
the induction of LTP in the DG is facilitated in 4-to-6-week-
old granule cells (Schmidt-Hieber et al., 2004; Snyder et al.,
2001; Wang et al., 2000).

3. Adult-born granule cells from 4 to 6
weeks post-division are necessary for specific
hippocampal functions

After having identified a period during which adult-born
granule cells exhibit heightened plasticity, the next step
was to determine whether adult-born granule cells during
this critical period could contribute to hippocampal func-
tion and behavior. As mentioned above, the ablation of
adult neurogenesis impaired memory discrimination in ac-
tive place avoidance training (Park et al., 2015). In order to
determine if adult-born granule cell age also affects cogni-
tive behavior, immunohistochemical approaches were cou-
pled with a spatial memory test, the Morris Water Maze.
The 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) proliferation marker
and the neuronal specific nuclear protein (NeuN) were used
as a mature neuronal marker to label adult-born granule
cells and to evaluate the total number of neurons in the
granule cell layer in mice. In addition, the expression of
two immediate-early genes, c-fos and arc, were quantified
to identify how granule cells process spatial memory. The
incorporation of 1-, 2-, 4-, 6- or 8-week-old adult-born neu-
rons into spatial memory circuits in the DG was examined.
Neuronal activation (revealed by early protein expression)
of adult-born granule cells did not occur until they were at
least 2 weeks. Moreover, the activation of these cells was
higher in adult-born granule cells beyond 4 weeks than in
mature granule cells. This analysis indicated that adult-born
granule cells from 4 to 8 weeks are preferentially recruited
into circuits supporting spatial memory, compared to ma-
ture neurons (Kee et al., 2007).

In order to further characterize the functional involve-
ment of these adult-born granule cells, they were optoge-
netically inhibited using a viral construction; selectively at
2-, 4-, or 8-weeks of age during the Morris Water Maze and a
classical contextual fear conditioning paradigm. Adult-born
neurons formed functional synapses on CA3 pyramidal neu-
rons as early as 2 weeks after birth, and this projection to
CA3 became stable by 4 weeks. Silencing 4-week-old adult-
born granule cells projecting to CA3 pyramidal neurons
caused deficits in spatial memory retrieval and impaired
context fear memory. The same inhibition was not effective
at 2 or 8 weeks post-infection (Gu et al., 2012). Thus, this
study suggests that the preferential recruitment of adult-

born granule cells from 4 weeks impacts cognitive behav-
ior and more precisely spatial memory. This work identified
a restricted time window for adult-born neurons essential
in hippocampal memory retrieval. However, it would have
been interesting if this study evaluated the involvement of
6-week-old granule cells in spatial memory, considering that
this age is also critical. Yet, conflicting evidence from an-
other study using X-irradiated mice demonstrated that be-
havior was unaffected in the Morris Water Maze and in the Y
Maze as compared to sham mice (Saxe et al., 2006). Yet, in
this study, the X-irradiation was performed 3 months prior
to functional analyses, and the 4-week-old granule cell pop-
ulation was not the only one suppressed, which could ex-
plain the diverging results. Regarding the mechanisms un-
derlying this memory effect, the role of the GluN2B subunit
in memory was also assessed. One group used transgenic
mice that over-expressed GluN2B, and placed these mice
in the Morris Water Maze. These mice displayed enhanced
spatial memory as compared to wild type mice in the time
they spent in the target quadrant as well as the time to es-
cape to the platform. This indicates that GluN2B-containing
NMDA receptors enhanced spatial learning (Tang et al.,
1999). However, in the same test in a separate study, mice
treated with a selective antagonist of GluN2B-containing
NMDA receptors, R025-6981, displayed an improvement of
their spatial learning and memory (Hu et al., 2008). Ro25-
6981-treated mice notably improved their ability to lo-
cate the hidden platform. The subunit blockade of GluN2B-
containing NMDA receptors facilitated the formation of spa-
tial memory in the adult mice, demonstrating that the
GLluN2B subunit affects memory. These two contradictory re-
sults (Hu et al., 2008; Tang et al., 1999) could be explained
by the fact that GIUN2B negatively regulates neurogenesis.
Thereby, R025-6981 administration may stimulate neuroge-
nesis, which might possibly explain the spatial memory im-
provement of Ro25-6981-treated mice. Indeed, this hypoth-
esis was confirmed by the use of AZT, a telomerase inhibitor
that inhibits neurogenesis, which reverted the enhancement
of spatial memory induced by Ro25-6981 (Hu et al., 2008).
The facilitated formation of spatial memory by blocking
GluN2B would be caused by the up-regulation of neurogene-
sis (Gruden et al., 2018; Hu et al., 2008). However, it should
be noted that the administration of Ro25-6981 is systemic,
and not specific to the adult-born neurons, and thus, it can-
not be concluded that Ro25-6981 directly modulates these
cells specifically and not through an indirect mechanism.
Beyond spatial or fear memory, the ability of the hip-
pocampus to identify novelty was investigated using a va-
riety of different ablation approaches. First, one study ex-
amined the alteration of hippocampal-dependent behav-
ior by adult neurogenesis suppression. X-irradiation or ge-
netic ablation of AHN significantly decreased freezing in
contextual fear conditioning, while a form of LTP was
abolished (Saxe et al., 2006). Then, the contribution of
adult-born neurons 2, 4, or 6 weeks following hippocam-
pal X-irradiation was studied by a separate group (Denny
et al., 2012). At 4 weeks post-irradiation, mice tended to
investigate the novel object more than sham mice (though
the difference was not significant). Yet, after 6 weeks, ir-
radiated mice explored the novel object significantly more
than sham mice. This result demonstrates that the crit-
ical age of 4 to 6 weeks is critical for memory. The
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authors subsequently investigated novelty processing and
context learning in the GFAP-TK model. Genetic suppres-
sion of adult neurogenesis in this model increased novel ob-
ject recognition and impaired behavior in contextual fear
conditioning at 4-6 weeks after the suppression of neuro-
genesis (Denny et al., 2012). The fact that the ablation of
neurogenesis leads to an increase in novel object recogni-
tion performance instead of a decrease could be explained
by compensatory extra-hippocampal processing resources
competing with the hippocampus for dominance (Poldrack
and Packard, 2003), such as parahippocampal regions of
the temporal lobe. A separate group used mice in which
GluN2B subunit was deleted in DG adult-born granule cells,
and tested them in a battery of behavioral assays (Kheirbek
et al., 2012b). The transgenic mice did not differ from con-
trols in baseline anxiety-like behavior (open field, forced
swim test, novelty suppressed feeding, elevated plus maze).
However, in a fear discrimination task, transgenic mice re-
quired 8 days to significantly discriminate between two
highly similar contexts, whereas control mice needed only 4
days (Kheirbek et al., 2012b). Thus, the authors concluded
that the GluN2B subunit participates in fine contextual dis-
crimination. Then, the same team assessed mood regula-
tion by adult-born granule cells. In the same mouse model
and using the same approach, the behavioral response to
fluoxetine was evaluated (Tannenholz et al., 2016). Condi-
tional deletion of the GluN2B subunit in adult-born gran-
ule cells 6 weeks prior to the onset of antidepressant ad-
ministration revealed that GluN2B impacted the effect of
fluoxetine in the Novelty Suppressed Feeding paradigm,
which is considered a neurogenesis-dependent behavioral
task (David et al., 2009; Surget et al., 2008). By contrast,
in the same animals, GluN2B deletion in adult-born granule
cells did not impact fluoxetine response in neurogenesis-
independent tasks, the tail suspension test and the ele-
vated plus maze (Tannenholz et al., 2016). Thus, adult-born
granule cells with GluN2B-containing NMDA receptors make
a unique contribution to hippocampus-dependent behavior.
Thus, immature neurons in the 4-to-6-week-old range mod-
ulate information processing. Again, this period corresponds
to the one in which adult-born neurons exhibit enhanced ex-
citability and plasticity, with the involvement of the GluN2B
subunit.

It is critical to note that discrete regions rather than the
whole hippocampus regulate memory and mood in distinct
ways. For instance, it was recently demonstrated using cal-
cium imaging and optogenetics in freely moving mice that
ventral CA1 is enriched in cells activated by anxiogenic en-
vironments (Jimenez et al., 2018). Functional dissociation
of adult-born granule cells in the DG was also studied in
a chronic stress model after focal X-irradiation directed to
the dorsal or ventral DG in mice. Adult-born granule cells in
the ventral DG are necessary for anxiolytic/antidepressant-
related effects, whereas those in the dorsal DG are required
for acquisition of contextual discrimination (Wu and Hen,
2014).

These experiments suggest that newborn neurons are re-
cruited into hippocampal memory circuits, playing an es-
sential role in memory and mood regulation. This essen-
tial role during the 4-to-6-week-old range relies on GluN2B-
containing receptors of adult-born granule cells (Table 2).
Under-expressing or over-expressing this specific receptor
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subunit influences hippocampal functions. However, to do
so, 4-to-6-week-old adult-born granule cells must integrate
into behavioral networks in the hippocampus and then mod-
ify neurochemical circuits.

4, Adult-born granule cells integrate into a
di-synaptic circuit, and synapse with
somatostatin interneurons to regulate
neurochemistry

In order to understand neurochemical mechanisms under-
lying the adult-born neuron involvement in memory and
in mood regulation, it is necessary to investigate the cir-
cuits in which they integrate, more specifically their targets
(Fig. 1).

Like mature granule cells, adult-born granule cells
in the hippocampus receive major synaptic inputs from
the entorhinal cortex and local GABAergic interneurons
(Overstreet-Wadiche et al., 2005; Vivar et al., 2012). As
pointed out by anatomical studies using confocal and elec-
tron microscopies and live imaging in mouse hippocampal
slices, adult-born granule cells seem to compete with ma-
ture granule cells for entorhinal cortical inputs (Toni et al.,
2007). This competition hypothesis has also been demon-
strated in several other studies mentioned above (Adlaf
et al., 2017; Lacefield et al., 2012; McAvoy et al., 2016).
To further the understanding of how these granule cells
compete, it was crucial to determine whether adult-born
granule cells connect to the existing network with synapses
and whether they follow the same pattern of connec-
tion as mature granule cells. Using retrovirus-mediated
birth-dating and labeling with electron microscopic recon-
struction, it was reported that adult-born granule cells
form initial synaptic contacts with CA3 pyramidal cells
within 2 weeks post-division, forming a part of the mossy
fibers (Faulkner et al., 2008). The reconstruction of axonal
and dendritic processes of adult-born granule cells with
a serial end-block imaging technique showed that their
axons are fully developed 3 weeks post-division (Sun et al.,
2013). Optogenetic stimulation was then used by another
group to compare responses of axonal and dendritic targets
of 4-week-old and mature granule cells. Both generated
identical output responses in CA3 networks in terms of
glutamatergic EPSCs and GABAergic inhibitory postsynaptic
currents (IPSCs), resulting from feedforward recruitment of
interneurons (Bergami et al., 2015; Restivo et al., 2015).
This result indicates that at 4 weeks post-division, adult-
born granule cell axons already make functional synapses
onto CA3 interneurons and CA3 pyramidal cells (Temprana
et al., 2015; Toni et al., 2008). These results indicate
that regarding projections to the CA3, 4-week-old adult-
born granule cells already displayed the same functional
properties as mature granule cells ones.

Direct or indirect interactions between adult-born gran-
ule cells and mature granule cells were then explored.
Voltage clamp recordings in mature granule cells showed
weaker IPSCs after 4-week-old granule cell stimulation than
after mature granule cell stimulation (Temprana et al.,
2015). Thus, these data suggest that 4-week-old granule
cells activate proximal GABAergic hilar interneurons. The
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Table 2 Four to six week-old granule cells affect memory and mood regulation.

Species (Rats or mice) Sex Population Behavioral Neurogenesis Method Results References
and strains studied tests (intact i or
suppressed s)
CaMKIIGluN2B Water maze i ' time in Tang et al.
C57B/6-B6/CBF1 mice target (1999)
quadrant

C57Bl/6J-129 Sv/Ev mice & 1-,2-,4-, 6- Water maze i " of Fos Kee et al.
or 8-week-old expression (2007)
granule cells from 4- to

8-week-old

129 Sv/Ev mice 3 Fear s Irradiation \\ context- Saxe et al.

conditoning 3x5Gy-3 elicited (2006)
months prior  freezing
experiments

C57Bl/6J-BALB/c mice 1) Fear S Genetic \\ context- Saxe et al.
conditoning modulation elicited (2006)

(GFAP-TK freezing
transgene -
6 weeks
prior experi-
ments)
C57Bl/6 J mice 3 Water maze i Injection of /' time in Hu et al.,
Ro025-6981 target (2008)
quadrant

129 Sv/Ev mice 3 2-, 4- or Fear s Irradiation /" time Denny et al.
6-week-old conditoning 3x5Gy-8 exploring (2012)
granule cells weeks prior novel object

experiments (6 week-old)

129 Sv/Ev mice 3 Novel object s Genetic ' time Denny et al.
recognition modulation exploring (2012)
paradigm, (GFAP-TK novel object,

Fear transgene - \, context-

conditoning 6 weeks elicited
prior experi-  freezing
ments)

C57Bl/6 J mice Q 2-, 4- or Water maze, i Oncoretrovirus \% time Gu et al.
8-week-old Fear condi- (Archaer- searching the (2012)
granule cells tioning hodopsin) target

and quadrant (4
optogenetic week-old),
inhibition \\ context-
elicited
freezing
NestinCreERT2;GluN2B 3 Fear discrimi- i Tamoxifen ' time to learn Kheirbek et al.
C57BLl/6 J mice nation injections - fine discrimi- (2012a, b)
tasks 8 weeks nation
prior task
experiment
NestinCreERT2;GluN2B IS Novelty fluoxetine Tamoxifen attenuates the Tannenholz et
C57Bl/6 J mice suppressed induced injections - \, in latency al. (2016)
feeding 10 weeks to feed
prior
experiment
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activation of local inhibitory circuits in the hilus of the DG
by adult-born granule cells was also studied by Drew and
colleagues (Drew et al., 2016). In their study, optogenetic
stimulation of young granule cells was performed at dif-
ferent stages of maturation, ranging in age from 0 to 6-7
weeks post-division in mice kept under standard housing
conditions and in mice housed in enriched environments,
increasing the number of adult-born granule cells in the DG
(Fabel et al., 2009; Olson et al., 2006). Currents in the DG
were studied in hippocampal slices. Following enriched en-
vironments, the ratio of IPSCs to EPSCs still heavily favored
inhibition as observed in slices from control mice, but IP-
SCs had greater amplitude when the number of adult-born
neurons was increased through the enriched environment
(Drew et al., 2016). Previous diverging results (Temprana
et al., 2015), indicating that stimulating 4-week-old gran-
ule cells led to weaker IPSCs, may be due to the selectivity
of the adult-born granule cell population that was stimu-
lated. The adult-born granule cells from 4 weeks and up to
6 weeks of age in the granule cell cohort would be respon-
sible for the bulk of synaptic inhibition in mature granule
cells. Moreover, light-activated IPSCs were substantially re-
duced following application of glutamate receptor antag-
onists (NBQX + APV), suggesting a di-synaptic circuit medi-
ating inhibition. A residual IPSC remained after using the
antagonists, denoting a direct release of GABA onto mature
granule cells (Drew et al., 2016). A recent study showed a
direct connection between adult-born and mature granule
cells. Moreover, a weak excitation of immature granule cells
inhibited mature granule cells via GIRK potassium channels
coupled to group Il metabotropic postsynaptic receptors. By
contrast, a strong excitation of adult-born granule cells ac-
tivated mature granule cells via ionotropic NMDA postsynap-
tic glutamate receptors (Luna et al., 2019). To summarize,
it seems that adult-born granule cells over 4 weeks of age
establish a glutamatergic synapse on a hilar GABAergic in-
terneuron leading to an IPSC on the mature granule cells.

To explore the pathway leading to the synaptic inhibi-
tion after adult-born granule cell stimulation, optogenetic
stimulation of adult-born granule cells was combined with
patch-clamp recordings in hippocampal slices of parvalbu-
min (PV)- and somatostatin (SST)-expressing interneurons,
the two major subpopulations of hilar GABAergic interneu-
rons (Freund and Buzsaki, 1996; Maccaferri and Lacaille,
2003). GABAergic responses, resulting from stimulation of
granule cells, were recorded. Currents from SST* interneu-
rons, and not from PV* interneurons, were similar to those
produced after granule cell stimulation. This result suggests
that SST* interneurons are likely responsible for feedback
inhibition that leads to attenuation of granule cell layer ac-
tivity (Stefanelli et al., 2016). The increase in IPSCs follow-
ing the enhancement of neurogenesis may result from SST*
interneuron activation (Raza et al., 2017; Yuan et al., 2017).
PV* interneurons do not seem to be involved in adult-born
granule cell output responses, though they are involved in
their input (Bao et al., 2017; Moss and Toni, 2013; Song
et al., 2012b).

Furthermore, in vivo electrophysiological recordings
were performed while conducting optogenetic inhibition of
adult-born granule cells to study their projections outside
the mossy fibers. Silencing of these cells increased local
field potentials in the contralateral CA1 region with no ef-
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fect in the contralateral CA3 region, supporting the hypoth-
esis that adult neurogenesis recruits the former CA1 neural
network (Zhuo et al., 2016). Finally, the adult-born granule
cell incorporation in the circuitry may change in response to
experience. Adult-born neurons were exposed to environ-
mental enrichment at different times following their divi-
sion, and starter cells were transduced with the rabies virus
one week prior to sacrifice in order to specifically trace neu-
ronal connections (Ugolini, 2011). There was a significantly
higher proportion of local projections in the DG when en-
vironmental enrichment was provided between the second
and sixth week of the neuron’s life. Long-range projections
were also selectively increased in number following the ex-
posure to environmental enrichment during the same spe-
cific time window (Bergami et al., 2015). Thus, environmen-
tal enrichment increases the number of adult-born granule
cells and their connectivity, notably with SST* interneurons.

5. Adult-born granule cells influence
hippocampal functions through a decrease in
the excitation/inhibition balance

Considering adult-born granule cells integrate in the hip-
pocampus connectivity and affect electrical activity of
neighboring cells as well as long-range projection, it is likely
that they influence neurotransmitter release (Table 3 and
Fig. 1).

The identification of a potential neurotransmitter re-
leased by adult-born granule cells was first examined. Adult-
born granule cell targets and neurotransmitter release were
studied in hippocampal slices by recording postsynaptic re-
sponses evoked by optogenetic stimulation of adult-born
granule cells. EPSCs and IPSCs were obtained with these
stimulations; they were reversibly abolished with kynurenic
acid, a mixed AMPA/NMDA receptor antagonist. By con-
trast, the GABA, receptor antagonist bicuculline elicited
no changes in postsynaptic currents. These experiments
demonstrate that adult-born granule cells establish synaptic
connections with mossy cells, with interneurons in the hilus,
and more specifically with SST* interneurons as previously
demonstrated (Stefanelli et al., 2016), as well as with pyra-
midal cells (Toni et al., 2008). They also release glutamate
as their main neurotransmitter (Toni et al., 2008). Then,
the contributory role of young granule cells in regulating
mossy fiber-CA3 excitation via glutamate levels was estab-
lished in a GFAP-TK mice model, where adult neurogene-
sis was inducibly suppressed. In vivo microdialysis was used
to monitor extracellular glutamate levels into CA3. Loss of
adult-born neurons resulted in increased glutamate levels in
CA3 in response to an acute stress (Schloesser et al., 2014).
Loss of adult-born granule cells would be responsible for a
decrease in SST* interneuron stimulation leading to a de-
crease in GABA release. This disinhibition would be consis-
tent with the possibility that innervation of SST* interneu-
rons by adult-born granule cells would provide homeostatic
control over mossy fiber-CA3 excitation. Contrariwise, an
electrophysiological study showed that 4-week-old granule
cells first send mossy fiber projections onto distal CA3 in-
ducing an excitatory effect on the CA3 pyramidal cells. The
adult-born granule cells connection with SST+ interneurons
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Table 3  Adult-born granule cells release glutamate, activating somatostatin GABAergic interneurons, and thus reduce the overall

excitability of the dentate gyrus.

Species (Rats or mice) Sex Population Stimulation  Neurogenesis Method Results References
and strains studied (intact i or
suppressed s)
C57Bl/6 J mice Q Optogenetic i Retroviral evoked PSCs Toni et al.
stimulation injection (CAG- reversibly (2008)
Application Channelrhodopsin) abolished by
of - 3-4 months kynurenic acid
kynurenic prior
acid optogenetic
(4-10 mM) stimulation
C57Bl/6 J mice 3 Microdialysis s Genetic /' glutamate Schloesser et
modulation levels in CA3 al. (2014)
(GFAP-TK
transgene - 16
weeks prior
experiments)
C57Bl/6 J mice 3 6-week-old Voltage- Increased Environmental \\ EPSCs Bergami et al.
granule cells clamp enrichment frequency (2015)
NestinCreERT2;Baxfl/fl & 4- to Perforant Increased Tamoxifen \{ EPSCs Adlaf et al.
C57BL/6J-129 Sv mice 6-week-old path injections - 4-6 frequency (2017)
granule cells stimulation weeks prior from mature
experiment granule cells
NestinCreERT2;iDTR & Field and 3 Tamoxifen " EPSCs Adlaf et al.
C57Bl/6J-129 Sv/Ev whole-cell injections - 6 amplitude (2017)
mice recordings weeks prior from mature
diphteria toxin granule cells
injections
SSTCre;¥2fl/fl Q3 Elevated plus i /' open arms Fuchs et al.
C57BLl/6J-129 Sv mice maze, entries (2017)
Novelty (Elevated plus
suppressed maze ?4),
feeding, \\ latency to
Forced feed (Novelty
swim test, suppressed
Learned feeding @),
helpless- /' time to first
ness immobility N\

time immobile
(Forced swim
test 24),

\, escape
failures
(Learned
helplessness

3)

would then appear later (Temprana et al., 2015). These
points need to be further explored.

Regarding the DG, an interesting element was pointed
out in the study by Bergami et al. (2015); their main goal
was not to study electrical recordings of adult-born granule
cells in the DG. Yet, the authors used voltage-clamp record-
ings from hippocampal slices of control and environmental
enriched 6-week exposed mice and revealed a reduction
in EPSCs frequency (Bergami et al., 2015), which could be
related to a decrease in glutamatergic transmission. Like-
wise, EPSCs from mature granule cells were recorded after

stimulation of the perforant path. Mature granule cells had
reduced excitatory transmission in slices where neuroge-
nesis was enhanced with the conditional Bax deletion in
Nestin-expressing progenitors. In those slices, frequency
of spontaneous EPSCs was also decreased, suggesting a
diminution in the number of active synapses, causing the
reduction in excitatory transmission. It was confirmed with
biocytin spine analysis showing a robust reduction in spine
density in mature granule cells in mice with stimulated
neurogenesis compared to controls (Adlaf et al., 2017).
This suggests that adult-born granule cells integrating
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into the DG network lead to a decrease in the number of
stimulated mature glutamatergic granule cells (Tashiro et
al., 2006), and thus a decrease in glutamate release in the
DG. Conversely, using diphtheria toxin-induced ablation in
Nestin-expressing progenitors (Buch et al., 2005) to ablate
adult-born granule cells increased EPSC amplitude (Adlaf et
al., 2017), but whether it resulted from pre- or postsynaptic
mechanisms remains to be elucidated. However, knowing
the circuits in which adult-born granule cells integrate, it
is very likely that adult-born granule cells decrease EPSCs
via a di-synaptic circuit, certainly with SST* GABAergic
interneurons responsible for feedback inhibition, leading to
a decreased excitation/inhibition balance in the DG, and
a decrease in glutamate transmission in CA3 (Schloesser
et al., 2014). Moreover, increasing excitability of SST* in-
terneurons in genetically modified mice led to an anxiolytic-
and antidepressant-like behavioral phenotype (Fuchs et al.,
2017), supporting the importance of these SST* interneu-
rons in the regulation of hippocampal functions.

Adult-born granule cells release glutamate and stimulate
several types of cells, including GABAergic interneurons and
glutamatergic pyramidal cells in CA3 or SST* neurons in the
hilus of the DG. In CA3, adult-born granule cells decrease
the overall glutamate release. In contrast, no data on neu-
rotransmitter release in the DG is available yet. It would
then be highly relevant to study in detail neurotransmis-
sion changes in the DG related to AHN and neurogenesis-
dependent tasks. These observations would enlighten the
underlying mechanisms linking AHN and specific tasks asso-
ciated with this phenomenon.

6. Conclusions

The present review aimed to summarize electrophysio-
logical properties of adult-born granule cells and neuro-
chemical data that would explain underlying mechanisms
of the involvement of adult-born granule cells to behav-
ioral outcomes. With their enhanced plasticity during 4-6
weeks post-division, adult-born granule cells exhibit an
essential role in hippocampal structural plasticity. At this
specific age, they influence memory and mood regulation
as well as antidepressant response. The GluN2B subunit of
the NMDA receptor in particular seems to play a crucial
role in controlling the particular properties of adult-born
granule cells. Adult-born granule cells also contribute to a
strong inhibitory tone through activation of SST* interneu-
rons. Furthermore, they influence large neural networks,
including their proximal mature granule cells, CA3, and
also the contralateral hippocampus. In CA3 specifically,
glutamate release is decreased by adult-born granule cells.
In the DG, the increase in AHN leads to a modification of
the excitation/inhibition balance, through an excitation
decrease. The consequences at this level remain to be
evaluated, especially in vivo. Elucidating the role of adult-
born granule cells by deepening their neurotransmission
modulation in the DG should bring a better understanding
of their importance in hippocampal functions. The role
of the GluN2B-containing NMDA receptors in hippocampal
neurotransmission modulation should also be explored in
future studies. Only a few studies so far have explored se-
lectively GIUN2B’s role in the adult-born granule cells. It is
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possible that targeting 4-to-6-week-old GluN2B-containing
adult-born granule cells may represent a novel antidepres-
sive strategy. Overall, uncovering how adult-born granule
cells function and how they contribute to behavior will lead
to new therapeutic strategies to treat neuropsychiatric
diseases such as depression.
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Depuis la publication de revue, de nouveaux éléments dans la littérature permettent de

préciser différents points :

Dans un article paru en 2020, I’intégration des jeunes neurones dans les réseaux inhibiteurs
locaux a été étudiée par optogénétique (Groisman et al., 2020). Cette étude précise la
chronologie de la synaptogenése GABAergique a l’origine du GABA qui engendre des
dépolarisations, apres division des cellules souches. Les interneurones a parvalbumine ou les
interneurones a somatostatine ont été stimulés (pulses de 447 nm, avec une puissance
inférieure a 150 mW, d’une durée de 0,2 ms a une fréquence de 0,07 Hz) durant un
enregistrement en cellule entiere. Les jeunes neurones recevront des afférences de ces 2 types
d’interneurones. La stimulation des interneurones a parvalbumine se traduit par une
augmentation des courants inhibiteurs post-synaptiques dans les jeunes neurones, qui est
abolie par un antagoniste du récepteur GABAA, la picrotoxine. Ces courants s’observent déja
faiblement chez les jeunes neurones qui se sont divisés depuis 2 semaines. IIs sont observés
plus rapidement et avec une amplitude bien plus importante chez les jeunes neurones qui se
sont divisés depuis 4 a 6 semaines. Ils sont similaires aux courants des neurones matures apres
6 semaines. Ces courants liés aux interneurones a parvalbumine auraient une origine
périsomatique. La stimulation des interneurones a somatostatine se traduit également par des
courants inhibiteurs post-synaptiques dans les jeunes neurones, dés 2 a 3 semaines apres
division, mais ils sont lents et avec une faible amplitude. Plus tardivement seulement, chez les
jeunes neurones qui se sont divisés depuis 8 semaines, ils sont similaires aux courants des
neurones matures. Les interneurones a somatostatine engendreraient ces courants par des
synapses situées au niveau des dendrites des jeunes neurones. Ainsi, dans la revue, la
compétition synaptique des jeunes neurones avec les neurones matures pour la voie perforante
en provenance du cortex entorhinal est bien décrite. Ces nouvelles données indiquent que les
jeunes neurones recoivent également des afférences d’interneurones a parvalbumine ainsi que
d’interneurones a somatostatine. Ces interneurones a parvalbumine se projettent sur les jeunes
neurones au niveau de leur soma. Ces synapses commencent a se former chez les jeunes
neurones divisés depuis 2 semaines, ce processus est lent, et la connectivité sera mature sur
les jeunes neurones divisés depuis 6 semaines. De la méme fagon, les interneurones a
somatostatine se projettent sur les jeunes neurones, au niveau de leurs dendrites. Ces synapses
se forment dés 2 a 3 semaines apres division mais ne seront matures que aprés 8 semaines

aprés division des jeunes neurones. Ces données apportent des informations supplémentaires
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sur I’intégration des jeunes neurones, dont seule 1’afférence du cortex entorhinal avait été

décrite.

L’intégration des jeunes neurones en lien avec les neurones matures a été étudiée
¢galement dans un article de Luna paru en 2019 (Luna et al., 2019), qui a fait ’objet d’un
éditorial (Llorens-Martin, 2019). Ils ont étudié les interactions entre les jeunes neurones et les
neurones matures selon 1’origine de la stimulation : par le cortex entorhinal latéral et par le
cortex entorhinal médian. Lors d’un enregistrement en cellule entiére en courant imposé afin
de stimuler le cortex entorhinal latéral ou le cortex entorhinal médian, cette étude a mis en
évidence que la réponse des jeunes neurones par la voie perforante latérale avait une
fréquence réduite de potentiels d’action par rapport a celle par la voie perforante médiane. En
réponse a cette derniére voie, les jeunes neurones se dépolarisent plus rapidement, et les
jeunes neurones sont plus nombreux a produire des potentiels d’action. Apreés inhibition des
jeunes neurones (par illumination optogénétique avec une longueur d’ondes de 532 nm, avec
une puissance de 200 mW), la mesure moyenne des potentiels synaptiques des neurones
matures augmente apres la stimulation de la voie perforante latérale, tandis qu’elle diminue
apres la stimulation de la voie perforante médiane. Cela indique qu’apres stimulation de la
voie perforante latérale, les jeunes neurones semblent inhiber les neurones matures. Apres
stimulation de la voie perforante médiane, les jeunes neurones semblent stimuler les neurones
matures. Cette stimulation serait liée a une libération de glutamate par les jeunes neurones.

Les auteurs ont approfondi les origines de I’inhibition des neurones matures par les jeunes
neurones. Ce lien entre les jeunes neurones et les matures a ensuite été étudié par rajout de
bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAa. Aucun effet n’a été constaté sur
I’inhibition des neurones matures par les jeunes neurones. Rien n’est constaté non plus sur les
potentiels inhibiteurs post-synaptiques des jeunes neurones apres rajout d’un antagoniste des
récepteurs au glutamate NMDA ou AMPA. Il semblerait donc que le lien entre les jeunes
neurones et les neurones matures soit direct, plutdt qu’indirect et impliquant un interneurone,
comme nous l’avions conclu dans la revue. En revanche, ces potentiels inhibiteurs post-
synaptiques des jeunes neurones sont bloqués par la tertiapine, un antagoniste de canaux K*
rectifiant entrant couplé a une protéine G (GIRK), ainsi que par le LY341495, un antagoniste
des récepteurs métabotropiques du glutamate du groupe II. Ainsi, les jeunes neurones seraient
responsables des potentiels inhibiteurs post-synaptiques par des récepteurs métabotropiques

du glutamate mGIluR2 couplés a des canaux K" GIRK. Lors d’une faible libération de
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glutamate par les jeunes neurones (par stimulation optogénétique avec des pulses de 473 nm,
avec une puissance de 100 mW, d’une durée de 1 ms), I’amplitude des potentiels excitateurs
post-synaptiques diminue, tandis que celles des potentiels inhibiteurs post-synaptiques
augmente de facon importante. Le rajout de LY341495 apres stimulation de la voie perforante
latérale et inhibition des jeunes neurones empéche bien 1’augmentation (vue précédemment)
de la mesure moyenne des potentiels synaptiques des neurones matures. Le rajout d’acide
amino-5-phosphonovalérique (AP-5), un antagoniste des récepteurs NMDA, n’a pas eu cet
effet. A D'inverse, I'utilisation d’AP-5 aprés stimulation de la voie perforante médiane et
inhibition des jeunes neurones empéche bien la diminution (vue précédemment) de la mesure
moyenne des potentiels synaptiques des neurones matures ; le rajout de LY341495 n’affecte

pas cette mesure. Les auteurs ont donc émis les hypothéses suivantes (Figure 10) :

- Une faible libération de glutamate par les jeunes neurones favorise 1’inhibition des
neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du glutamate mGIluR2 couplés a
des canaux K" GIRK, qui ont une forte affinité pour le glutamate. Cette faible
libération de glutamate surviendrait en réponse a la stimulation du cortex entorhinal
latéral. Cette inhibition serait donc directement liée aux jeunes neurones, et non pas a
un interneurone intermédiaire.

- Une libération importante de glutamate par les jeunes neurones favorise I’excitation
des neurones matures, via les récepteurs NMDA. Cette importante augmentation de

glutamate surviendrait en réponse a la stimulation du cortex entorhinal médian.
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Figure 10 - Controle de I’activité électrique des jeunes neurones et des neurones matures dans le GD de ’hippocampe
par le cortex entorhinal (d'aprés Llorens-Martin, 2019). Aprés stimulation du cortex entorhinal latéral, la faible libération
de glutamate par les jeunes neurones favorise I’inhibition des neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du
glutamate couplés a des canaux K+ GIRK, qui ont une forte affinité pour le glutamate. Apres stimulation du cortex entorhinal
médian, la libération importante de glutamate par les jeunes neurones favorise 1’excitation des neurones matures, via les
récepteurs NMDA.

Cet article précise ainsi les projections des jeunes neurones vers les neurones matures, et
notamment les récepteurs impliqués entre les jeunes neurones et les neurones matures,
responsables d’une inhibition directe, aprés libération de glutamate. Il réfute la présence d’un
interneurone intermédiaire entre les jeunes neurones et les neurones matures, car les potentiels
inhibiteurs post-synaptiques des jeunes neurones n’ont pas ¢té affectés par 1’ajout de NBQX,
d’AP-5 et de bicuculline. Pourtant, le méme groupe d’auteurs avait montré que 1’application
de NBQX et d’AP-5 réduisait bien ces potentiels inhibiteurs post-synaptiques des jeunes
neurones (Drew et al., 2016). Dans ce dernier article, ces potentiels inhibiteurs post-
synaptiques ne sont pas totalement réduits : leur amplitude est seulement réduite de 75%
environ. Il semble donc y avoir la majorit¢ de I’amplitude des potentiels inhibiteurs post-
synaptiques dépendante de récepteurs glutamatergiques, et environ 25% de cette amplitude
qui ne dépend pas d’un interneurone. La courbe du courant potentiel de ces courants résiduels
rappelle une courbe caractéristique de récepteurs GABAA, lorsque les potentiels de membrane
sont dépolarisés (supérieur a — 70 mV et jusqu’a + 20 mV). L’amplitude devient nulle
seulement aprés I’ajout d’un bloqueur des canaux Na" ou lorsque la concentration

extracellulaire de calcium est mise a 0 mmol/L, en plus de I’ajout de NQBX et d’AP-5. Ainsi,
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les auteurs concluent a un lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures, qui
serait 1i¢ a une libération directe entre ces neurones de GABA. Ces potentiels inhibiteurs post-

synaptiques dépendants du GABA s’observeraient une fois les neurones matures dépolarisés.

Ces 2 articles du méme groupe d’auteur sont donc en accord sur le fait qu’il existe un lien
direct d’inhibition entre les jeunes neurones et les neurones matures. Concernant la nature de
ce lien direct, il semblerait donc qu’au potentiel membranaire de repos des cellules
granulaires, les jeunes neurones induisent des potentiels post-synaptiques inhibiteurs
principalement par les récepteurs métabotropiques du glutamate mGluR2 couplés a des
canaux K. Lorsque les neurones matures sont dépolarisés par d’autres stimuli, des potentiels
inhibiteurs dépendant du GABA seraient en plus induits. Concernant I’existence d’un lien
indirect entre les jeunes neurones et les matures impliquant un interneurone GABAergique
montré dans I’article de Drew, elle pourrait dépendre de I’utilisation d’environnement enrichi,
qui affecte la connectivité des jeunes neurones (Bergami et al., 2015), ce qui expliquerait donc
que dans I’expérience de Luna et collaborateurs sans environnement enrichi, ce lien indirect

ne soit pas retrouve.
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IV. Objectifs

Les EDC constituent un des troubles mentaux les plus fréquents. Ils sont désormais la
premiére cause d’incapacité dans le monde, pouvant conduire au suicide. Les ISRS sont la
classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la prise en charge des EDC, ils agissent en
bloquant sélectivement le transporteur sérotoninergique. Cependant, ils ont un délai d’action
retardé 1i¢ au délai de désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs 5-HT1a/18. Des études
précliniques ont montré que I’augmentation graduelle de la transmission sérotoninergique est
mesurable avant les effets comportementaux complets des ISRS. Ainsi, la transmission
sérotoninergique n’explique pas a elle seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres
facteurs doivent également étre impliqués. Il a ét¢ montré qu’une administration chronique
par les ISRS améliore les différentes étapes de la neurogenése hippocampique adulte ayant
lieu dans le GD, et qu’a I’inverse, une perturbation de cette neurogenése affecte cette réponse
des ISRS. Les jeunes neurones issus de cette neurogenese présentent une période critique au
cours de I’étape de maturation, 4 & 6 semaines apres division. Durant cette période critique,
les jeunes neurones ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de LTP
facilitée et une amplitude de LTP plus grande. De manicre coincidente, les jeunes neurones
influencent la réponse des ISRS durant cette période. Nous nous sommes intéressés a cette
relation étroite entre jeunes neurones issus de la neurogenese hippocampique adulte et

traitement antidépresseur.

Ces jeunes neurones s’intégrent dans les circuits neuronaux du GD et influencent les effets
comportementaux des ISRS. Ainsi, nous nous sommes intéressés a la neurotransmission dans
le GD ventral, qui pourrait étre responsable de ces effets comportementaux des jeunes
neurones : Bien que les éventuelles modifications de neurotransmission dans le GD ventral
suite @ une administration chronique par un ISRS pourraient ne pas €tre uniquement en lien
avec la neurogenéese adulte hippocampique, il est probable que 1’augmentation des différentes
¢tapes de la neurogenése hippocampique adulte (suite a cette administration chronique par un
ISRS) change la neurotransmission dans le GD ventral, afin d’obtenir ces effets sur le
comportement. Ainsi, les variations de la neurotransmission dans le GD ventral suite a un
traitement chronique avec un ISRS pourraient refléter en partie 1’influence des jeunes
neurones. Le premier objectif de ce travail a été d’évaluer les transmissions
glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral apres un traitement chronique

avec la fluoxétine.
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Bien que son implication ne soit pas complétement comprise, la sous-unité GIuN2B du
récepteur NMDA du glutamate semble jouer un role important dans les effets antidépresseurs.
Plus particulierement, I’expression importante de cette sous-unité GIuN2B dans les jeunes
neurones, a un stade de développement critique, est impliquée dans leurs propriétés
spécifiques ¢lectrophysiologiques et comportementales durant la période critique 4 a 6
semaines aprés division. Nous avons souhaité explorer le role de cette sous-unit¢ GluN2B
dans les jeunes neurones sur la neurotransmission dans le GD ventral ainsi que sur le
comportement, en utilisant une approche pharmacologique. L’administration locale d’un
antagoniste sélectif des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B, le Ro25-6981,
dans la région ou les jeunes neurones s’intégrent devrait inhiber les récepteurs NMDA
contenant la sous-unit¢ GIuN2B des jeunes neurones. L’inhibition de leur activité électrique
médiée par la sous-unité GIuN2B devrait alors nous permettre d’explorer le role de cette sous-
unité GIuN2B. Afin de cibler les jeunes neurones, nous avons administré le Ro25-6981
localement dans le GD ventral. Le second objectif de ce travail a été d’étudier les
modifications des transmissions glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral
ainsi que les effets comportementaux de l’injection locale du Ro025-6981, aprés un

traitement chronique avec la fluoxétine dans un modéele d’anxiété/dépression (Article 2).

Les expériences précédentes ont ainsi permis uniquement [’apport d’informations
prédictives sur I’implication des jeunes neurones : Dans le premier objectif, les variations
neurochimiques observées peuvent aussi refléter d’un effet de la fluoxétine, indépendant de la
stimulation des jeunes neurones dans le GD; dans le second objectif, les variations
neurochimiques observées peuvent également refléter I’effet de 1’inhibition de 1’activité
¢lectrique de cellules différentes des jeunes neurones. Nous avons donc voulu explorer
I’implication sélective des jeunes neurones dans les variations neurochimiques dans le GD
ventral que nous avons mises en ¢évidence. Pour cela, nous avons manipulé 1’activité
¢lectrique des jeunes neurones durant la période critique en utilisant une approche
d’optogénétique. Nous avons réalis¢ une ¢étude neurochimique en relation avec le
comportement neurogenése-dépendant suite a la stimulation ou a I’inhibition des jeunes
neurones apres un traitement chronique avec un ISRS. Le troisiéme objectif de ce travail a
été d’étudier les modifications des transmissions glutamatergique et GABAergique dans
le GD ventral produites sélectivement par les jeunes neurones suite a un traitement par

la fluoxétine.
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MATERIELS ET METHODES

73



Durant ma these, j’ai principalement utilisé 3 techniques : les tests comportementaux, la
technique de microdialyse in vivo et 1’optogénétique. J’ai tout d’abord maitrisé chaque
technique séparément, puis j’ai utilisé ces techniques en combinaison : la microdialyse in vivo
avec un test comportemental (le Novelty Suppressed Feeding), 1’optogénétique avec un test
comportemental (I’Open Field), et enfin ’ensemble des 3 techniques ensemble durant un

NSF.
[. Animaux
1.1 Fond génétique et conditions d’élevage des souris

Des souris 129SvPas males, agées de 8 semaines (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
France), ont été utilisées pour répondre au premier objectif. Cette souche posséde un niveau
basal de neurogenése faible (David et al., 2010 pour revue; Kempermann et al., 1997),
pouvant étre fortement induite suite au traitement par la fluoxétine dans toutes les étapes de la

neurogenese (Diaz et al., 2012).

Des souris 129SV/BL6 males, fond génétique des souris génétiquement modifi¢es utilisées
pour les expériences d’optogénétique, ont été utilisées dans toutes les autres expériences.
Cette souche mixte a été utilisée pour répondre au second et au troisiéme objectif afin

d’obtenir des résultats comparables.

Les animaux ont été¢ hébergés au sein de la plateforme AnimEx a la Faculté de Pharmacie
de Chatenay-Malabry, et maintenus dans des conditions standards (température de 22 £ 1 °C
avec un cycle jour/nuit de 12h /12h non inversé, avec eau de boisson et nourriture accessibles

ad libitum).

1.2 Souris tissus-spécifiques Nestine-CreERT2/ChR2-YFP et Nestine-CreERTZ2/Arch-
GFP pour I'étude d’optogénétique

[.2.1 Génération des lignées

La lignée de souris Nestine-CreER™, créée par I’équipe du Pr René Hen de 1’Université
de Columbia, New York, USA (Dranovsky & Hen, 2006) a été transférée a I’animalerie
AnimEx a la Facult¢ de Pharmacie. L’enzyme Cre (cyclization recombination) est une
recombinase permettant de retirer de I’ADN une séquence nucléotidique encadrée de
2 séquences loxP (sites de 34 paires de base). Pour permettre le controle spatial de

I’expression de Cre, la région promotrice Nestine est insérée dans la construction génétique,
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pour I’exprimer spécifiquement dans les cellules souches neurales (Dranovsky & Hen, 2006).
L’enzyme a été fusionnée a une forme mutée du récepteur humain aux cestrogénes (ER™?) afin
d’obtenir la protéine fusion CreER™, conférant a ce systéme 1’avantage d’étre inductible dans
le temps apreés administration de 2 mg par jour de tamoxiféne durant 5 jours (Sahay et al.,
2011). Ainsi, la mutation n’est donc pas exprimée a la naissance des animaux, mais est induite

durant la période propice a 1’étude.

Les lignées de souris ChR2-YFP et Arch-GFP, fournies par I’équipe du Pr René Hen et
créées par 1I’équipe du Dr Zeng (Madisen et al., 2012), ont été transférées a I’animalerie
AnimEx a la Facult¢ de Pharmacie. Ces animaux portent la construction permettant
I’expression de la Channelrhodopsine 2 (ChR2) -YFP ou de I’ Archaerhodopsine (Arch) -GFP,

avec un codon stop floxé en amont du géne.

Plusieurs croisements successifs sont nécessaires pour obtenir les souris tissus-spécifiques
inductibles. Les souris Nestine-CreER™ ont été croisées avec les souris ChR2-YFP ainsi
qu’avec les Arch-GFP. Un second croisement a été effectué entre les animaux obtenus afin
d’obtenir des souris Nestine-CreER™*/ChR2-YFP""* et des souris Nestine-CreER™"*/Arch-
GFP™* (Figure 11), qui seront mentionnées par la suite Nestine-ChR2 et Nestine-Arch
respectivement. Les souris doivent étre hétérozygotes pour le géne de la protéine fusion
CreER™ afin d’éviter une hyper expression de la recombinase Cre qui induirait des délétions
ectopiques (Sun et al., 2014); le géne de I’opsine doit étre présent a 1’état homozygote afin
d’assurer 1’expression de 1’opsine. Les autres souris nées de ce croisement et n’exprimant pas
le génotype ci-dessus ont été¢ considérées comme sauvages (WT, Wild Type) et utilisées
comme contrdles. L’obtention des souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch est donc laborieuse

du fait de I’obtention de nombreux animaux controles par ces croisements.
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Figure 11 — Croisements nécessaires pour I’obtention des souris Nestine-CreER>"*/ChR2-YFP*"* et Nestine-CreERT*
*/ Arch-GFP**, Seules les souris avec un génotype hétérozygote pour CreERT2 et homozygote pour le géne de 1’opsine
sont utilisées pour stimuler ou inhiber les jeunes neurones par optogénétique. Les souris n’exprimant pas CreERT2 ou
seulement hétérozygote pour le géne ou 1’opsine ou bien n’exprimant pas le geéne de 1’opsine sont considérées comme
sauvages.
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Ainsi, chez les souris générées, 1’excision du codon stop chez les souris Nestine-
CreER™?/ChR2-GFP permettra I’expression spécifiquement dans les cellules souches neurales
de ChR2, canal sodique sensible a la lumiere d’une longueur d’onde de 470 nm. L’entrée
d’ions sodium aprés 1’ouverture de ce canal ionique par la lumiére génére alors une
dépolarisation de la cellule et ainsi une stimulation de 1’activité électrique de celle-ci. Le
couplage avec une protéine fluorescente jaune (Yellow Fluorescent Protein, YFP) permettra la
mise en évidence histologique de I’expression de 1’opsine. L’excision du codon stop chez les
souris Nestine-CreER™*/Arch-GFP permettra 1’expression spécifiquement dans les cellules
souches neurales de Arch, pompe a protons sensible a la lumiére a 565 nm. L’activation de
cette pompe par la lumiére induit la sortie de protons et génére alors une hyperpolarisation de
la cellule, conduisant a une inhibition de celle-ci. Le couplage avec une protéine fluorescente
verte (Green Fluorescent Protein, GFP) permettra la mise en évidence histologique de
I’expression de 1’opsine. Ces différentes lignées de souris ont ét¢ maintenues par nos soins

dans des conditions standards a la plateforme AnimEx.

[.2.2 Induction de I'expression de I'opsine

L2.2.a Préparation du tamoxifene

Le tamoxiféne (Sigma-Aldrich) a été administré par voie intrapéritonéale, une fois par jour
pendant 5 jours consécutifs. Chaque souris recevra une dose totale de 10 mg (Sahay et al.,
2011). Une solution concentrée a 10 mg/mL a été préparée par dilution du tamoxiféne dans de
I’é¢thanol 100%, puis dissous dans de I’huile de mais (en proportion 10%/90%
respectivement). La solution obtenue est ensuite agitée pendant 5 minutes, puis laissé a 37 °C
durant environ 10 minutes pour faire disparaitre les bulles. Cette solution finale est conservée
a 4 °C et utilisée pour tous les jours d’injection. Chaque animal recoit une injection

quotidienne de 200 pL indépendamment de son poids (Sahay et al., 2011).

1L2.2.b Mécanisme moléculaire de I'expression spécifique de l'opsine
Les souris Nestine-ChR2 et les souris Nestine-Arch permettent respectivement
I’expression de ChR2-YFP et I’expression de Arch-GFP de maniére tissus-spécifique dans les
jeunes neurones issus de la neurogenése, au temps voulu. La protéine de fusion CreER™ est
exprimée dans le cytoplasme des cellules qui expriment Nestine, et elle ne peut pas rentrer
dans le noyau. Ce n’est qu’aprés administration du tamoxiféne (antagoniste des récepteurs aux

cestrogenes) et apres sa liaison a la forme mutée du récepteur a I’cestrogéne que le complexe
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Nestine-CreER™? peut rentrer dans le noyau. Une fois dans le noyau, CreER™? reconnait les
sites loxP autour du codon stop précédant la séquence pour I’opsine. Le codon stop est alors
excisé et I’opsine peut étre exprimée (Figure 12). Du fait de 'utilisation du tamoxiféne, seuls

les males de la lignée seront utilisés afin de ne pas interférer avec le cycle hormonal de

reproduction.
Neurone exprimant Nestine
O Métabolite du
tamoxiféne
Cytosol Cytosol
A\
Noyau Noyau

]

LoxP

Expression de ChR2 Expression de Arch
Souris Nestine-ChR2-YFP Souris Nestine-Arch-GFP

Figure 12 - Représentation schématique du mécanisme de I’expression de I’opsine aprés administration du tamoxiféne
(Adaptée de Feil et al., 2014)

La lignée permet ainsi une expression de ChR2-YFP ou de Arch-GFP dans les jeunes
neurones du GD de I’hippocampe, aprés administration de tamoxiféne. Les animaux de ces
lignées permettront ainsi respectivement 1’étude de la stimulation et de I’inhibition des jeunes

neurones, via I’activation des opsines aprés illumination laser spécifique (Figure 13).

78



/ ChR2-YFP Nestine-ChRZ-YFP\
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Figure 13 — Schéma récapitulatif de ’obtention des souris tissus-spécifiques pour les expériences de stimulation
(Nestine-CreERT2/ChR2-YFP) ou d’inhibition (Nestine-CreERT2/Arch-GFP) optogénétique.

1.2.3 Génotypage des animaux

Le génotypage des souris mutées a été réalisé grace a la technique d’amplification en

chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR), aprés extraction de I’ADN des

animaux.

Des fragments de queues des souris ont été prélevés et ont été digérés toute une nuit a 55

°C dans un tampon de lyse (Viagen), auquel de la protéinase K a 20 mg/mL a été ajoutée. Le

lendemain, les échantillons de queues ont été placés a 90 °C afin d’arréter la digestion. Ils ont

ensuite été centrifugés pendant 5 minutes a 5000 tours/min afin de séparer les digestats de

I”’ADN.

Les génes d’intérét ont été amplifiés in vitro a partir de I’ADN extrait des souris par PCR,

afin d’en produire une quantité détectable. Pour cela, 2 pL d’ADN et 24 uL. d’amorces du

gene souhaité ont été¢ ajoutés dans des tubes a billes « Ready-to-Go PCR beads » (General

Electric Healthcare) contenant le mélange de désoxyribonucléotides et d’ADN polymérase

Taq recombinante. Les amorces utilisées pour I’amplification de ChR2, Arch et de Cre sont

précisées dans le tableau 4 :
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Tableau 4 — Descriptif des amorces utilisées en PCR pour le génotypage des souris Nestine-CreER">/Arch-GFP

PM Tm

Nom Séquence Taille
(g/mol) | (°C)
Cre up AAT GCT TCT GTC CGT TTG C 19 5761 53,8
Cre down TAG CGC CGT AAATCA ATCG 19 5797 52,8
ChR2/Arch RR711 WT-F GCA CTT GCT CTC CCA AA 17 6013 56,3
ChR2/Arch RR712 CAG-R GGG CGT ACTTGG CAT A 16 6188 55,0
ChR2/Arch RR713 WT-R CTT TAA GCC TGC CCA GA 17 6086 54,8

La réaction débute par une étape de dénaturation de I’ADN et se poursuit plusieurs cycles

d’amplification. Une extension finale a ensuite lieu. Les caractéristiques des différentes étapes

sont présentées dans le tableau 5 :

Tableau 5 — Programmes PCR des génes a amplifier

Gene ChR2/Arch Cre
Etape Durée (s) Température (°C) Durée (s) Température (°C)
Dénaturation 120 95 60 95
Hybridation | 30*(30, 30, 60) 95, 60, 72 3*(15, 15, 45) 95, 64, 72
Elongation 300 72 3*15 95

Aprés la PCR, les échantillons ont été séparés par migration électrophorétique en gel

d’agarose a2 % immergé dans un tampon de Tris Borate + Bromure d’éthidium (BET).

Trois pL de tampon de charge ont été ajoutés dans chaque tube, et apreés vortex et

centrifugation, 15 pL de chaque échantillon ont été déposés dans les puits du gel. Le gel a

ensuite été soumis a un champ électrique (90 V pendant environ 1 heure), permettant la

migration des fragments d’ADN chargés négativement et leur séparation selon leur poids

moléculaire. Leur coloration par le bromure d’éthidium permet de mettre en évidence leur

migration a la lumiére ultra-violette, et ainsi de révéler le génotype de I’animal (Figure 14).
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ChR2"*

ChR27*

ChR2"

Figure 14 — Illustration d’une migration électrophorétique d’échantillons aprés ’amplification du géne ChR2 par
PCR. Les animaux hétérozygotes pour le géne de 1’opsine (ChR27") présentent 2 bandes. Les échantillons des animaux avec
le géne de I’opsine a I’état homozygote (ChR2"") présentent seulement 1 bande, plus proche du puit d’inclusion, du fait de la
migration plus lente du fragment d’ADN de taille plus élevée (495 pb). Les animaux ne possédant pas le géne de 1’opsine
présentent uniquement 1 bande, a une distance plus importante du puit d’inclusion, du fait de la plus petite taille du fragment
d’ADN (252 pb).

[I. Traitements pharmacologiques

La fluoxétine (Biotrend) a été administrée aux animaux apres solubilisation dans 1’eau de
boisson, a la concentration de 160 mg/L, afin de traiter les animaux a 18 mg/kg par jour. Cette
dose a été choisie d’apres 1’étude de Dulawa qui indique qu’il s’agit d’une dose efficace qui
correspond a une exposition comprise dans la marge thérapeutique chez I’homme (Dulawa et

al., 2004).

La corticostérone (Sigma-Aldrich) a été administrée aux animaux dans 1’eau de boisson, a
la concentration de 35 mg/L, afin de traiter les animaux a 5 mg/kg par jour. Cette dose
correspond a la dose efficace utilisée au laboratoire afin d’induire un modele
d’anxiété/dépression (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). La corticostérone est
tout d’abord dissoute dans une solution d’hydroxypropyl- B-cyclodextrine 20% (Roquette), a
un volume de 2,25% du volume total désiré. Une fois la corticostérone bien dissoute, cette
solution est mélangée avec de I’eau de boisson qui constituera 97,65% du volume total. La
corticostérone, se dégradant rapidement, a ét¢é donnée dans des biberons opaques changés 2
fois par semaine. Lorsque la fluoxétine est administrée de facon concomitante, la fluoxétine

est ajoutée dans cette solution de corticostérone.
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Le R025-6981 (Sigma-Aldrich) a ét¢ administré localement et bilatéralement dans les GD
ventraux aux animaux a une dose de 2 ug/GD ventral. Cette dose a été choisie d’aprés I’étude
de Davies (Davies et al., 2017). Le Ro025-6981 est dissous afin d’obtenir une solution
concentrée a 5 pg/ul. Il est tout d’abord dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), a un
volume de 12% du volume total désiré. La solution est longuement agitée jusqu’a dissolution
du Ro025-6981, puis elle est mélangée dans une solution de tampon phosphate salin

(Phosphate Buffer Saline, PBS) 1X a un volume de 88% du volume total désiré.

Une solution d’hydrate de chloral (80 mg/mL, Sigma-Aldrich) a été utilisée comme
anesthésique ; et administrée par voie intrapéritonéale a un volume de 5 mL/kg ce qui

correspond a une dose de 400 mg/kg.
[II. Tests comportementaux

Les principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type antidépresseur ou

anxiolytique chez la souris sont présentés dans la box suivante (Box 1).

Box 1 — Principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type dépressive ou anxiolytique chez la souris

Novelty Suppressed Feeding (NSF) ou test
d’alimentation  supprimée par la
nouveauté (Bodnoff et al., 1988)

Open Field (OF) ou test en champ ouvert
(Gentsch et al., 1981)

Principe : évaluer le comportement dépressif et
anxieux induit par un stress de sevrage alimentaire en
mesurant I’aversion des animaux pour se nourrir dans

Principe : évaluer le comportement exploratoire et
I’activité locomotrice générale des animaux dans un
nouvel environnement.

un nouvel environnement lumineux.
Durée : 10 minutes.

Paramétres mesurés : latences pour se nourrir dans le
nouvel environnement et dans

I’environnement
familier, quantit¢ de nourriture consommée dans
I’environnement familier.

Interprétation : une augmentation de la latence a se
dans aversif,  sans
modification de la consommation de nourriture,
traduit un phénotype anxio-dépressif.

nourrir I’environnement

Durée : 10 ou 30 minutes.

Paramétres mesurés : temps passé et nombre
d’entrées dans le centre du champ, distance
ambulatoire.

Interprétation : une diminution du temps passé dans
le centre de I’aréne sans modification de la
locomotion traduit un phénotype anxieux.
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Box 1 — Principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type dépressive ou anxiolytique chez la souris

(suite)

&

Principe : évaluer le comportement exploratoire des
animaux dans un nouvel environnement aversif en
hauteur et lumineux.

Durée : 5 minutes.

Paramétres mesurés : temps passé et nombre
d’entrées dans les bras ouverts, distance ambulatoire.
Interprétation : une diminution du temps passé dans
les bras ouverts sans modification de la locomotion
traduit un phénotype anxieux.

- O A

évaluer le comportement dépressif des
animaux se toilettant dans un environnement familier
apres pulvérisation d’une solution de sucrose a 10%.
Durée : 5 minutes.

| SU%Se

Principe :

Paramétres mesurés : latence pour initier le toilettage,
durée totale et fréquence des toilettages.
Interprétation : une diminution de la durée de
toilettage traduit un phénotype dépressif.

Principe : évaluer le comportement dépressif des
animaux essayant de se soustraire a une situation
inconfortable de suspension par la queue.

Durée : 6 minutes.
Parametres mesurés :
des mouvements.
Interprétation : une augmentation de la durée

d’immobilité traduit un phénotype dépressif.

durée d’immobilité, puissance

N

évaluer le comportement dépressif des
animaux placés dans un récipient rempli avec de
I’eau.

Durée : 6 minutes.

Paramétre mesuré : durée d’immobilité.

Principe :

Interprétation : une augmentation de la durée
d’immobilité traduit un phénotype dépressif.




Seuls les tests utilisés durant cette thése sont décrits en détail ci-dessous.
III.1 Novelty Suppressed Feeding (NSF)

Le NSF est un test prédictif d’une activité mixte anxiolytique/antidépressive des
antidépresseurs. Ce test induit une situation de motivation conflictuelle entre I’envie d’aller se
nourrir et la peur de s’aventurer au centre de 1’enceinte, qui est fortement éclairée (Figure 15).
L’animal a jeun depuis 24 heures est placé dans un coin d’une enceinte (55 x 40 x 18 cm), ou
en son centre fortement éclairé une croquette de nourriture a été posée sur un cercle de papier
blanc. Le temps de latence que la souris met pour mordre manifestement la croquette est
mesuré. L’animal est ensuite replacé dans sa cage d’origine avec une croquette : on mesure
alors le temps de latence et la consommation de nourriture pendant 5 minutes, afin de vérifier
que I’appétence des souris n’est pas affectée par le traitement a la fluoxétine. Le NSF est un
test neurogenese-dépendant, donc hippocampe-dépendant (David et al., 2009; Surget et
al., 2008).

Figure 15 - Novelty Suppressed Feeding. Le NSF est un test prédictif d’une activité mixte anxiolytique/antidépressive des
antidépresseurs, durant lequel la latence pour se nourrir dans ce nouvel environnement est mesuré. Il s’agit d’un test
neurogeneése-dépendant.

[I.2 Open Field (OF)

L’OF est un test prédictif de 1’activité anxiolytique des antidépresseurs. L’animal est placé
dans une enceinte étrangere en plexiglas (43 x 43 cm). Le nombre d’entrées ainsi que le temps
passé dans le centre (32 x 32 cm) sont les parametres évalués pendant 30 minutes, grace a un
systéme par infrarouge (Ugo Basile, Stoelting Co) (Figure 16). En général, les animaux
présentent un haut degré d’évitement de I’aire centrale, par rapport a la périphérie.
L’administration aigue d’un anxiolytique, tel qu’une benzodiazépine, ou 1’administration

chronique d’un antidépresseur augmentent le nombre d’entrées et le temps passé dans le
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centre de I’enceinte. Ce test peut également étre utilisé pour une mesure simple de I’activité

locomotrice en évaluant les mémes paramétres pendant les 10 premicres minutes.

Figure 16 — Open Field. L’OF est un test prédictif de I’activité anxiolytique des antidépresseurs, durant lequel le temps
passé et nombre d’entrées dans le centre du champ, ainsi que la distance ambulatoire sont mesurés.

[V. Microdialyse
IV.1 Principe de la technique de microdialyse

Les changements de concentrations de neurotransmetteurs ont été¢ étudiés a 1’aide de la
technique de microdialyse intracérébrale. La microdialyse est une technique in vivo qui repose
sur la diffusion passive, permettant chez 1’animal éveillé la collecte de molécules endogenes
ou exogenes présents dans le milieu extracellulaire du parenchyme de régions cérébrales
d’intérét chez une souris, dans notre cas (Figure 17). La concentration du dialysat collecté
représente une fraction de la concentration du milieu extracellulaire, dépendante du
rendement de la membrane (Geeraerts et al., 2008 pour revue). Une sonde est implantée par
stéréotaxie dans le GD ventral de I’hippocampe chez 1’animal anesthésié. Apres une journée
de récupération de la chirurgie, la sonde est perfusée avec du liquide céphalo-rachidien (LCR)
artificiel (NaCl 147 mmol/L ; KCI 3,5 mmol/L ; CaCl2 1,26 mmol/L ; MgCl2 1 mmol/L ;
NaH2PO4 1 mmol/L ; NaHCO3 1 mmol/L ; pH 7,4 + 0,02) qui est en contact avec la
membrane semi-perméable. Celle-ci est constituée de cuprophane avec un cutoff de 6 kDa,
c’est a dire qu’elle permet la libre diffusion de molécules de poids moléculaire inférieur a
6 kDa (Geeraerts et al., 2008 pour revue). Dans nos expériences, 2 mm de membrane seront
directement au contact du parenchyme cérébral. Les neurotransmetteurs présents dans le
milieu extracellulaire vont diffuser a travers la membrane de dialyse suivant un gradient de
concentration et sont collectées a la sortie de la sonde. Cet échange de molécules s’effectue
sans mouvement de liquide a travers la membrane, le LCR étant iso-osmotique avec le milieu

extracellulaire, ce qui permet au parenchyme de conserver son homéostasie.
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Figure 17 - Illustration d’une sonde de microdialyse. La sonde est perfusée avec du LCR. Au niveau de la membrane
semi-perméable, les divers neurotransmetteurs de moins de 6 kDa (représentés en couleur) peuvent traverser, tandis que les
autres molécules supérieures a 6 kDa (représentées en noir) ne passent pas. Ainsi, les neurotransmetteurs de moins de 6 kDa
présents dans le milieu extracellulaire diffusent passivement a travers la membrane de dialyse suivant un gradient de
concentration. Le LCR perfusé étant iso-osmotique avec le milieu extracellulaire, I’échange s’effectue sans mouvement de
liquide a travers la membrane. Ces neurotransmetteurs sont ensuite collectés a la sortie de la sonde.

IV.2 Fabrication des sondes de microdialyse

Les sondes de microdialyse ont toutes été fabriquées au laboratoire. Elles sont présentées
ci-dessous (Box 2). Toutes ces constructions sont basées sur des sections de tubes d’acier
inoxydable qui servent de support a des fibres de silice. Les fibres de silice servent quant a
elles soit de support a la membrane de microdialyse soit a 1’administration locale de
molécules. Ces systemes peuvent aussi étre couplés (Box 2 ligne 3). Enfin ces sondes de

microdialyse peuvent étre couplées a une optrode dédiée a I’optogénétique.
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Box 2 - Les différentes sondes de microdialyse et de fibres d’injection

<
%

artirde sortie Cette technique in vivo repose sur la diffusion passive,

permettant chez 1’animal éveill¢ la collecte de
molécules présentes dans le milieu extracellulaire du
\ % parenchyme de régions cérébrales d’intérét. Ainsi, les

e Sibes AR composés de faible poids moléculaires diffusent du

compartiment le plus concentré (milieu
extracellulaire) vers le compartiment le moins

SiEidisies concentré (LCR artificiel de la sonde de microdialyse,

étant iso-osmotique au milieu extracellulaire).
— fibre de silice

membrane
semi-perméable

Sonde de microdialyse

L’effet des molécules d’intéréts au niveau d’une
région cérébrale précise peut étre étudié. L’injection
o des molécules se fait avec un rendement de 100%.
tube d'acier

fibre de silice

IS mm

|

Fibre d’injection
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Box 2 - Les différentes sondes de microdialyse et de fibres d’injection (suite)

] sortie
entrée cathéter
d'injection
Les modifications de neurotransmetteurs peuvent étre
v étudiées simultanément a I’injection des molécules
tubes d'acier
colles d’intéréts au niveau d’une région cérébrale précise. La
diffusion des molécules est indépendante du
Il wbe dacier rendement de la membrane de dialyse.
— fibre de silice

membrane Y
semi-perméable 'l

Sonde de microdialyse couplée avec une fibre

d’injection
ferrule
entrée sortie
optrode
Les modifications de neurotransmetteurs peuvent étre
/ tubes d'acier étudiées simultanément a la stimulation ou a
colles I’inhibition d’une population cellulaire spécifique au
| niveau d’une région cérébrale précise.
1 tube d'acier
+— fibre de silice

membrane 1
semi-perméable M+

Sonde de microdialyse couplée avec une optrode
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IV.3 Implantation des sondes de microdialyse

Dans 1’é¢tude des changements de neurotransmission induits par la fluoxétine, la zone
d’intérét a ¢été le GD ventral. Les coordonnées stéréotaxiques d’implantation ont été
déterminées a partir de 1’atlas stéréotaxique du cerveau de souris de Franklin et Paxinos
(2007) exprimées en mm, a partir du Bregma : AP — 3,7 ; ML £+ 2,75 ; DV — 4,2 (Figure 18).
Les souris ont été anesthésiées a 1’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg), puis placées sur un
cadre stéréotaxique. Apres incision longitudinale de la peau du criane de fagon a bien mettre
en évidence le bregma, I’os cranien a été nettoyé avec de I’eau oxygéné (10 volumes). La
position de la téte de 1’animal doit étre dans un plan horizontal, avec une différence des
coordonnées dorso-ventrale entre le bregma et le lambda n’excédant pas 0,5 mm. Ensuite, des
trépanations ont été effectuées au niveau des zones d’implantation souhaitées pour les 2
sondes, a 1’aide d’une fraise dentaire (Dremel). Les sondes, préalablement testées avec de
I’eau distillée afin de vérifier leur bon fonctionnement sans résistance, ni fuites ; ont été
implantées bilatéralement dans le GD ventral droit et le GD ventral gauche, elles ont ¢été
descendues individuellement dans le cerveau de maniere lente de facon a laisser le temps au
parenchyme de s’adapter a la pression effectuée par la descente de la sonde. Apres
vérification de I’absence de fuite, elles ont été fixées au criane avec du ciment dentaire
Dentalon plus (Heraeus Kulzer GmbH). Apres la chirurgie, les souris ont été placées en cages

individuelles.
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Figure 18 — Implantation des sondes de microdialyse dans le GD ventral

IV.4  Sessions de microdialyse

Les expériences de microdialyse ont débuté le lendemain de la chirurgie. L’entrée des
sondes a été reliée a un perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard
Apparatus) délivrant le LCR en continu a un débit de 1 pL/min. Aprés 1 heure de
stabilisation, la collecte des dialysats peut commencer avec le méme débit de LCR

de 1 uL/min (Figure 19).
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Figure 19 — Collecte de dialysats contenant des neurotransmetteurs par microdialyse in vivo chez la souris éveillée

IV.5 Vérification de I'implantation des sondes

L’implantation des sondes a été vérifiée : les cerveaux ont été prélevés, puis des coupes au
cryostat de 20 um d’épaisseur ont été réalisées. Les coupes ont ensuite été colorées au crésyl
violet. La coloration a été réalisée par plusieurs bains successifs des coupes: Aprés une
premiére étape de fixation des tissus dans une solution de paraformaldéhyde a 4 % durant
1 heure, les coupes ont été rincées puis hydratées dans 2 bains d’eau distillée (2X2 minutes),
puis elles ont été colorées dans la solution de crésyl violet 0,5% durant 1 minute. Le crésyl
violet a été rincé par 3 bains de 10 secondes dans de 1’eau distillée, puis les coupes ont été
déshydratées avec 5 bains d’éthanol de 70 a 100% durant 30 secondes a 2 minutes.
Finalement, les coupes ont été placées dans 2 bains de xyléne durant 2 minutes. Les coupes
ont ensuite été recouvertes d’une lamelle, montée a 1’aide d’Eukitt, dont le xyléne constitue le

solvant.
IV.6  Dosage de neurotransmetteurs

La sérotonine a été dosée dans 15 pL de dialysat, par HPLC (Chromatographie en phase
liquide a haute performance, High Performance Liquid Chromatography) avec une colonne
nucléodur C18 de 4,6 x 75 mm (taille des particules de 3 um ; Macherey et Nagel) couplée a
un détecteur ampérométrique (VTO03; Antec Leyden, The Netherlands) [limite de sensibilité

pour 5-HT = 0,5 fmol/échantillon (signal-to-noise ratio = 2)]. La phase mobile est composée
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de : NaH2PO4.2H20 (107 mM) ; EDTA (0,14 mM) ; acide octanosulfonique (CsHi7NaO3S
0,77 mM) ; méthanol 350 mL ; eau ultrapure 2000 mL ; avec un pH ajusté a 4,1. La quantité
de 5-HT dans chaque échantillon a été calculée en mesurant les hauteurs de pic par rapport a

une gamme standard.

Le GABA et le glutamate ont été dosés dans 5 pL de dialysat par la technique d’HPLC
couplée a la spectrométrie de masse (SM) en tandem. La séparation des composés est
effectuée grace a une colonne de type Nucleoshell HILIC, EC 100/2 (taille des particules de
2,7 um; Macherey-Nagel), en utilisant un gradient d’élution avec une phase mobile
composée d’une phase aqueuse (formate d’ammonium 25 mM, pH 3,5) et d’une phase
organique (acétonitrile). La détection et la quantification simultanées du GABA et du
glutamate sont réalisées par un SM triple quadrupole (Quattro Ultima, Waters, France). Au
préalable, une gamme étalon a été réalisée, dans laquelle des standards internes Glu-dS et
GABA-d6 dont les concentrations sont connues ont été ajoutés. Les limites de quantification
pour le glutamate sont = 42 fmol/échantillon et pour GABA = 30 fmol/échantillon (signal-to-
noise ratio = 10)] (Defaix et al., 2018). Cette étape a été réalisée au sein de la plateforme

SAMM de I’IPSIT.
V. Administration locale de Ro25-6981

V.1  Fabrication des fibres d’injection et des sondes de microdialyse couplées avec

une fibre d’injection

Les cathéters d’injections sont seulement constitués d’une fibre de silice emboitée dans un
tube en acier inoxydable. Des sondes de microdialyse couplées avec une fibre d’injection ont
été réalisées. Les sondes ont été testées afin de vérifier leur bon fonctionnement sans
résistance ni fuites ; les fibres d’injection ont également été testées puis elles ont été vidées,

préalablement avant I’implantation de ces sondes.
V.2  Injection locale de Ro25-6981 dans le gyrus dentelé ventral

Le R025-6981, antagoniste sélectif de la sous-unit¢ GluN2B du récepteur NMDA, a été
administré de fagon bilatérale a la dose 5 pg/ul dans le GD ventral a ’aide d’une fibre
d’injection couplée ou non a une sonde de microdialyse suivant les expériences. L’injection
de 2 pg est réalisée en 2 minutes dans 0,4 pL, en bilatéral, avec un débit d’injection de
0,2 uL/min a I’aide d’un perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite,
Harvard Apparatus).
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V.3 Implantation des fibres d’injection

Les coordonnées stéréotaxiques d’implantation ont été déterminées a partir de 1’atlas
stéréotaxique du cerveau de souris de Franklin et Paxinos (2007) exprimées en mm, a partir
du Bregma : AP — 3,7 ; ML £ 2,75 ; DV — 3,2. Seule la coordonnée en DV différe par rapport
a I’implantation de sondes de microdialyse, de fagon a s’assurer de la diffusion de Ro25-6981
dans les parties sous-jacentes a I’extrémité de la fibre de silice. Les souris ont été anesthésiées
a l’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg), puis placées sur un cadre stéréotaxique comme
décrit au paragraphe IV.3. Les fibres ont ét¢ implantées bilatéralement dans le GD ventral
droit et le GD ventral gauche, ils ont été descendus individuellement dans le cerveau de
manicre lente. IlIs ont été fixés au crane avec du ciment dentaire Dentalon plus (Heraeus
Kulzer GmbH). Apres la chirurgie, les souris ont été replacées dans leur cage d’origine avec
les autres souris. Les souris ont eu 4 a 7 jours de récupération avant le test du NSF et

I’administration locale.
V.4  Injection locale de Ro25-6981 et NSF chez le méme animal

Au moins 3 jours apres la chirurgie, les animaux ont été mis a jelin. Le lendemain, les
cathéters d’injection ont été connectés a un perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11
Pico Plus Elite, Harvard Apparatus). L’injection de R025-6981 a été effectuée, et 30 minutes
plus tard, les animaux ont été placés dans I’enceinte du NSF (Figure 20). Le NSF a ¢été réalisé

comme décrit précédemment (voir paragraphe II1.1)

Ro25-6981 AR

\
| D o

Figure 20 - Réalisation du NSF a la suite de l'injection locale de R0o25-6981
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V.5  Implantation des sondes de microdialyse couplée avec une fibre d’injection

Les sondes de microdialyse couplées avec une fibre d’injection ont été implantées dans le
GD, de la méme maniére que précédemment (voir paragraphe IV.3). A la fin de ’expérience,

les souris ont été placées en cages individuelles.
V.6 Sessions de microdialyse couplée a l'injection locale de Ro25-6981

Les expériences de microdialyse ont débuté le lendemain de la chirurgie. L’entrée des
sondes a été reliée a un perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard
Apparatus) délivrant le LCR en continu. Aprés 1 heure de stabilisation a un débit de
1 pL/min, la perfusion de LCR, au méme débit a permis de recueillir des dialysats toutes les
15 minutes. Lorsque 8 dialysats basaux ont été préleveés, les cathéters d’injection ont été
connectés a un second perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite, Harvard
Apparatus). Une fois I'injection locale de R025-6981 réalisée (Figure 21), les cathéters
d’injection ont été¢ déconnectés, et le recueil des dialysats toutes les 15 minutes a ensuite été

poursuivi.

R025-6981

Figure 21 — Réalisation de I’injection locale de R025-6981 a I’aide des sondes de microdialyse couplées avec une fibre
d’injection
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VI. Mise en évidence du niveau d’expression de GluN2B dans le gyrus

dentelé

La mise en évidence du niveau d’expression dans le GD de GRIN2B, géne de GIuN2B, a
¢été réalisée par RT-PCR quantitative. L’ARNmMm a tout d’abord été extrait a partir des GD. Plus
GRIN2B a ¢été exprimé, plus le nombre de molécules d’ARN synthétisées sera important. La
quantit¢ et la qualit¢ de I’ARN extrait ont été vérifiées. L’ARN a ensuite été
rétrotranscrit (RT) en ADN complémentaire (ADNc). Enfin, une PCR quantitative a été
réalisée.

VI.1 Extraction de 'ARNm a partir de tissus cérébraux

Les ARNm ont été extraits a partir des 2 GD des souris conservés a — 80 °C. Ils ont été mis

avec 250 pL de réactif d’extraction d’ARN RiboZol (VWR), afin de dénaturer les protéines,

et lyser les membranes, tout en protégeant I’ARN. Les tissus ont tout d’abord été

homogénéisés mécaniquement par pipetages dans un cone de 1000 pL (Figure 22).

Prélévement
des GD

/7N

Homogénéisation des GD

Figure 22 — Homogénéisation mécanique des GD par pipetage

Puis, la séparation de I’ADN et de I’ARN a ¢été réalisée en phase liquide, par ajout de
70 uL. de chloroforme. Les échantillons ont ensuite ¢té agités vigoureusement pendant
15 secondes, puis aprés 3 minutes d’incubation, les échantillons ont ensuite été centrifugés
pendant 15 minutes a 10000 g et a 4 °C. Suite a cette centrifugation, la phase aqueuse
supérieure contenant I’ARN a été prélevée et mise dans un nouveau tube, auquel 0,5 pL de

glycogene a 20 pg/uL a été ajouté. Ce glycogene constitue un véhicule inerte afin d’accroitre
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le rendement de la précipitation qui a été réalisée par ajout de 125 pL d’isopropanol. Les
échantillons ont été agités tres fort a la main pendant 15 secondes, puis sont placés toute une
nuit a — 20 °C pour améliorer le rendement. Le lendemain, les échantillons ont été centrifugés
pendant 15 minutes a 12000 g & 4°C. L’ARN adhere alors dans le fond du tube, visible en un
culot. Le surnageant d’isopropanol est aspiré, puis le culot a été lavé par 2 lavages avec
200 pL d’éthanol 75% et une centrifugation de 5 minutes a 12000 g a 4 °C. Finalement,
I’éthanol a ¢ét¢ completement aspiré, et les culots ont séchés durant 15-20 minutes a
température ambiante. Les culots ont alors été dissous par I’ajout de 10 pL d’eau ultrapure
sans ARN, et laissés sur la glace durant 1 heure afin de favoriser la réhydratation de I’ARN.

Ces échantillons d’ARN ont été conservés a — 80 °C.
V1.2 Contréle qualité de '”ARNm

Le dosage de la quantit¢ d’ARN extraite a été réalisé par spectrophotométrie par le
NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) en déposant 1 pL d’ARN. Par la suite, 1’intégrité
des ARN a ¢été évaluée a l'aide du kit RNA 6000 Nano LabChip sur
Bioanalyser 2100 (Agilent), par ¢électrophorése capillaire sur puce. Les ¢lectrodes du
Bioanalyser 2100 ont tout d’abord été nettoyées a 1’aide de RNaseZAP durant 1 minute, suivi
par un ringage a 1’eau exempte d’ARN durant 10 secondes, et enfin elles ont séché a I’air libre
durant 10 secondes. Les réactifs du kit de contréle qualit¢ doivent étre, au préalable,
équilibrés a température ambiante pendant 30 minutes. La matrice du gel fournie avec le kit
est préparée par centrifugation pendant 10 minutes a 1500 g a travers un filtre rotatif. Pour la
préparation du gel pour la puce a 16 puits (Figure 23), 65 pL de cette matrice du gel sont
mélangés a 1 pL du concentré de teinture bleu fourni dans le kit, aprés agitation au préalable
de cette teinture durant 10 secondes. Ce mélange a été bien agité puis centrifugé pendant
10 minutes a 13000 g. L’échelle de poids moléculaire a ét¢ dénaturée par un chauffage a 70°C
durant 2 minutes. Les échantillons d’ARN n’ont pas été dénaturés, du fait du faible volume
disponible et du phénomene d’évaporation qui se produit lors du chauffage. L’échelle et les
¢chantillons ont ensuite été réfrigérés sur glace. La puce a ensuite ét¢ préparée a 1’aide d’une
station d’amorcage. Apres centrifugation, 9 uL du gel contenant la teinture ont ét¢ déposés
dans le puit prévu, puis le gel est réparti sur I’ensemble de la puce grace a I’application d’une
pression reproductible a I’aide d’une seringue maintenue par un clip durant 30 secondes.
Ensuite, 9 uL du gel ont a nouveau été déposés dans 2 autres puits prévus pour le gel, qui ont
constitués des réserves de gel pour I’analyse par le Bioanalyser 2100. Le marqueur du kit a

ensuite été¢ déposé (5 uL) dans chacun des 12 puits prévus pour les échantillons, ainsi que
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dans le puit prévu pour I’échelle. Finalement, I’échelle et les échantillons ont été déposés
(1 pL/puit). La puce a été vortexée durant 1 minute, pendant laquelle les électrodes du
Bioanalyser 2100 ont été a nouveau rincées avec de I’eau exempte d’ARN. Apres séchage des
¢lectrodes durant 10 secondes, la puce a été placée dans le Bioanalyser 2100. Le Bioanalyser
2100 a alors réalisé les séparations de I’ARNm par électrophorése capillaire, permettant la
visualisation des fragments d’ARN 18S et 28S, puis un facteur d’intégrit¢é de I’ARN (RIN,
RNA Integrity Number) a été obtenu pour chaque €chantillon. Un RIN supérieur a 7 indique

que I’ARN est de qualité satisfaisante afin d’obtenir des résultats exploitables pour la suite.

1-12 : échantillons

Sample 1
réserves de gel RIN: 8.20
gel réparti sur I'ensemble de |a puce [FU] 185
échelle - 285
s | marqueur
I UL ! ] |
25 200 1000 4000 [nt]

Figure 23 — Contréle qualité de ’ARNm extrait par électrophoreése capillaire sur puce RNA Nano Chip : Mesure du
RIN

V1.3  Transcription inverse des ARNm

La transcription inverse de I’ARN en ADNc a été réalisée avec le kit pour RT-PCR
quantitative Maxima First Strand cDNA Synthesis (ThermoFisher Scientific). Cette étape a été
réalisée sur glace. Le mélange de réaction et la transcriptase inverse (Maxima Reverse
Transcriptase) fournis avec le kit ont été mélangés, puis 500 ng d’ARN ont été ajoutés. Apres
une agitation délicate et une centrifugation des échantillons, ils ont été incubés suivant le
programme Maxima RT (10 minutes a 25 °C, suivi par 15 minutes a 50 °C et enfin 5 minutes
a 85 °C). Les échantillons d’ADNc obtenus ont été dilués au 1/10, puis ils ont été conservés a

—20°C.
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V1.4 Amplification de 'ADN par PCR quantitative

L’amplification de ’ADN par PCR quantitative en temps réel a été réalisée par le CFX
Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), mesurant la fluorescence émise a
chaque cycle par le SYBR Green au niveau des 96 puits de la plaque. Le mélange réactionnel
nécessaire pour 1’amplification, la Taq polymérase ainsi que l’intercalant SYBR Green
(Invitrogen) sont déposés dans chaque puit. Les amorces des génes d’intérét sont ajoutées,
puis ’ADNc est ajouté. Pour chaque échantillon, I’expression de 2 génes de référence, de
I’actine et de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), ainsi que celle de
GRIN2B ont ét¢ évaluées. L’évaluation de I’expression d’un geéne a été réalisée de fagon
quadruple, avec 4 puits par géne, pour chaque échantillon. Les plaques placées dans le CFX
ont été soumises a 40 cycles de PCR (dont les paramétres sont basés sur les recommandations
du fournisseur). A chaque fin de cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grace
au niveau de fluorescence correspondant a I’incorporation de I’intercalant SYBR Green. Le
suivi de cette fluorescence a permis 1’obtention d’une valeur d’un cycle de quantification (Cq)
durant lequel la quantit¢ d’ADN amplifiée double a chaque cycle: En coordonnées
logarithmiques, cette phase est représentée par une droite (Figure 24). Plus le Cq est faible,
plus le géne est fortement exprimé, ce qui indique que la quantité initiale d’ADNc présente

¢tait plus importante.

Cycles #| Log Scale

Figure 24 — Amplification de ’ADNc par PCR quantitative sur une plaque 96 puits : mesure du Cq
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Le niveau d’expression de GRIN2B a été normalis¢ par différence du Cq moyen obtenu
pour GRIN2B avec le Cq moyen obtenu avec les génes de référence. Cette différence a été
calculée entre GRIN2B et actine, et entre GRIN2B et GAPDH. La moyenne des différences a
été considérée comme le AACq de GRIN2B. Le niveau d’expression relative de GRIN2B a
finalement été déterminé (niveau d’expression relative = 224¢9) (Schmittgen & Livak, 2008).
Plus le niveau d’expression relative est important, plus la quantité initiale d’ADNc présente

était plus importante.
VII. Etude de la prolifération des nouveaux neurones
VIL.1 Perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde

Afin de fixer les protéines des tissus cérébraux lors du prélevement, les souris ont été
perfusées avec du paraformaldéhyde 4%. Pour cela, les souris ont été profondément
anesthésiés par une injection intrapéritonéale d’hydrate de chloral (environ 40 mg). Les
animaux ont ensuite été perfusés par voie intracardiaque avec une solution de ringcage de NaCl
0,9% (la décoloration de certaines zones du corps des animaux a été observée, notamment le
foie), puis avec une solution de paraformaldéhyde 4%. Les cerveaux ont été prélevés et placés
dans la méme solution de paraformaldéhyde 4% durant 24h a 4 °C. Les 3 jours suivants, les
cerveaux sont toujours conservés a 4 °C, mais la solution de paraformaldéhyde 4% est
remplacée par une solution de PBS 0,1 M contenant 30% de saccharose et 0,1% d’azide de
sodium, changée quotidiennement. Une fois les cerveaux imprégnés de saccharose et
cryoprotégés, les cerveaux sont tombés au fond de leur puit, et ils ont alors pu étre congelés
sans changement de volume de I’eau résiduelle qui endommagerait le tissu. Pour ce faire, les
cerveaux ont été plongés dans un tube contenant de I’isopentane liquide dont la température

est stabilisée entre — 25 °C et — 30 °C. Les cerveaux peuvent ensuite étre conservés a — 80 °C.
VII.2 Détection de Ki67 par immunohistochimie

Les cerveaux congelés ont été entierement coupés en tranche de 35 pm d’épaisseur a 1’aide
d’un cryostat, maintenant la température a — 20 °C. Les coupes de cerveaux ont été stockées
dans une plaque de 24 puits, chacun rempli de PBS 1X + 0,1% azide de sodium ; 1 ligne de 6
puits correspondant a 1 cerveau. L hippocampe a été subdivisé dans des coupes frontales par
13 séries de 6 coupes. Ainsi, chaque cerveau a été placé dans 6 puits, de manicére a obtenir

I’équivalent de 6 copies d’un cerveau par souris : dans chaque puit, 1/6 de I’hippocampe a été
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conservé, avec chaque coupe espacée de la suivante par 210 um. Les plaques de 24 puits avec

les coupes ont été conservées a 4 °C jusqu’a la réalisation de I'immunohistochimie.

Les coupes ont tout d’abord été rincées 30 minutes dans une solution de PBST, puis elles
ont été incubées 2 heures dans un tampon de blocage de PBST contenant 10% de sérum d’ane
(Normal Donkey Serum, Jackson ImmunoResearch), I’ane étant I’espéce servant a fabriquer
I’anticorps secondaire. Cette solution vise a bloquer les sites antigéniques aspécifiques et donc
a diminuer le bruit de fond au moment de la révélation. Les coupes ont ensuite été¢ incubées a
4 °C toute la nuit dans une solution d’anticorps monoclonaux de lapin anti-Ki67 dilués
(1/100, Abcam) dans la solution bloquante. Le lendemain, les coupes ont a nouveau été
rincées 30 minutes dans une solution de PBS, puis elles ont été placées dans le noir pendant 2
heures dans wune solution d’anticorps secondaire Cy3 d’ane dirigé contre les
immunoglubulines G de lapin, dilués (1/250, #711-165-152, Jackson ImmunoResearch) dans
une solution de PBS contenant 10% de sérum d’ane. Finalement, aprés rincage des coupes
dans du PBS pendant 30 minutes dans le noir, elles ont été montées sur lames et recouvertes
d’une lamelle a I’aide d’un milieu de montage Fluoromount (Sigma-Aldrich). Les neurones
exprimant Ki67 ont été quantifiés sur 1/6 de ’hippocampe par visualisation au microscope

multiphoton en épifluorescence (Leica TCS SP8) en utilisant le filtre approprié.
VIII. Optogénétique
VIII.1 Principe

L’étude de I’effet de la stimulation et celle de I’effet de 1’inhibition des jeunes neurones sur
les changements de neurotransmission induits par la fluoxétine a été réalisée chez les souris
Nestine-CreER™/ChR2-YFP et Nestine-CreER™/Arch-GFP & 1’aide de la technique
d’optogénétique. Au cours des dernicres années, I’optogénétique est devenue 1’une des
technologies clés dans la compréhension et la cartographie des circuits neuronaux. Il s’agit
d’une méthode innovante permettant de stimuler ou d’inhiber transitoirement et avec
précision I’activité d’une population neuronale spécifique sans affecter les cellules alentours
et sans utiliser de produits chimiques, en combinant le génie génétique et 1’optique. Cette
technique peut s’effectuer chez I’animal éveillé et libre de ses mouvements. Elle a été¢ mise au
point en 2006 (Deisseroth et al., 2006), et élue technique de 1’année 2010 par le journal
Nature Methods ("Method of the Year 2010" 2011). Elle repose sur 1’expression de genes
codant pour une protéine « photo-activable » dans une région cérébrale d’intérét. Dans notre

cas, elle permet de stimuler ou d’inhiber spécifiquement I’activité des jeunes neurones
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exprimant la Nestine (Figure 25), sans avoir d’effet sur les cellules voisines n’exprimant ni la

Nestine ni la protéine photo-activable (Fan & Lin, 2015).

Milieu
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470 nm 565 nm
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Potentiel de
membrane (mV)

Stimulation des jeunes neurones Inhibition des jeunes neurones

Figure 25 — Simulation et inhibition des jeunes neurones chez des souris Nestine-CreERT2/ChR2-YFP et Nestine-
CreERT2/Arch-GFP respectivement par optogénétique. Chez les souris Nestine-CreERT2/ChR2-YFP, I’illumination par
une lumiere bleue a travers une optrode implantée dans le GD permet I’activation de ChR2, un canal sodique sensible a la
lumiere d’une longueur d’onde de 470 nm, dépolarisant ainsi les jeunes neurones. Chez les souris Nestine-CreERT2/Arch-
GFP, I'illumination par une lumicre verte a travers une optrode implantée dans le GD permet ’activation de Arch, une
pompe a protons sensible a la lumiére d’une longueur d’onde de 565 nm, conduisant ainsi a I’hyperpolarisation des jeunes

neuroncs.

VIIL.2 Fabrication des optrodes et des sondes de microdialyse couplées avec une

optrode

Les optrodes (fibre optique utilisée pour 1’optogénétique pour délivrer la lumiére au niveau
des cellules dans le cerveau) ont été fabriquées au laboratoire (Sparta et al., 2011). Elles ont
€té coupées a partir d’une bobine de fibre optique d’un diametre de 200 pm (fibre multimode

d’ouverture numérique 0,39, Thorlabs). Pour cela, la fibre optique a tout d’abord été dénudée
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de sa gaine de protection, puis des sections de fibre d’environ 6 cm ont été coupées. Une
sélection de ces sections de fibre a ensuite été effectuce, afin de vérifier que chacune avait au
moins une extrémité parfaitement circulaire, dépourvue de rayures et d’irrégularités. La
qualité de cette coupure est le gage d’obtention d’un rendement optique correct. Cette
extrémité régulicre est destinée a étre implantée dans le cerveau. L’autre extrémité a été
insérée et collée avec de la résine époxy dans une ferrule de céramique d’un diamétre interne
de 230 um (Thorlabs). Cette extrémité qui a ét¢ insérée dans la ferrule a ensuite été polie sur
une succession de 4 feuilles de papier abrasif, avec des grains de plus en plus fin (5 pm de
carbure de silicium, 3 um et 1 pm d’oxyde d’aluminium et 0,3 pm d’alumine calcinée grés,
Thorlabs). Suite au polissage, cette extrémité doit tre parfaitement lisse, sans rayures ni
irrégularités. L’optrode a finalement été connectée au laser, afin de mesurer le rendement de
la puissance émise par 1’optrode, par rapport a la puissance délivrée par le laser. Les
puissances lumineuses ont été mesurées a 1’aide d’un photomeétre (PM20, Thorlabs). Seules

les sondes avec un rendement supérieur a 80% ont été utilisées.

Les optrodes ont ensuite ét¢ utilisées pour fabriquer les sondes de microdialyse couplées
avec une optrode (Figure 26). Les sondes ont été testées afin de vérifier leur bon

fonctionnement sans résistance ni fuites ; et elles ont été implantées.

ferrule

optrode »
sortie

entrée

colles

fibre optique

membrane semi-permeable

Figure 26 - Illustration du couplage d’une optrode avec sonde de microdialyse
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VIIL.3 Implantation des sondes de microdialyse couplées avec une optrode

Les sondes de microdialyse couplées avec une optrode ont été implantées dans le GD, de la
méme maniere que précédemment dans le paragraphe IV.3. A la fin de I’expérience, les souris

ont été placées en cages individuelles.
VIIL.4 Stimulation optique in vivo

L’illumination a été réalisée avec un laser émettant avec une longueur d’ondes de 473 nm,
avec des créneaux de 20 ms, a une fréquence de 10 Hz et puissance de 20 mW. Ces
paramétres sont destinés a reproduire la fréquence de décharge électrique des cellules
granulaires en conditions physiologiques (Drew et al., 2016). La fréquence et la durée des
pulses ont été controlés par un stimulateur (Master-8 pulse stimulator, A.M.P. Instruments)

(Kheirbek et al., 2013)
VIIL5 Inhibition optique in vivo

L’illumination a été réalisée avec un laser émettant avec une longueur d’ondes de 532 nm,
permettant ’inhibition de 1’activité électrique des cellules qui expriment Arch (B. Li et al.,

2015), allumée en continue, avec une puissance de 10 mW (Danielson et al., 2016).

VIIL.6 Sessions de microdialyse couplée a l'optogénétique durant le NSF chez le

méme animal

Les animaux ont été mis a jelin le matin de la journée ou les sondes ont été implantées. Les
expériences de microdialyse ont débuté le lendemain, apres 24 heures de mise a jelin, comme
décrit pour 'utilisation du NSF a des fins de détermination de 1’état anxio-dépressif des souris
(Santarelli et al., 2003; J. W. Wang et al., 2008). L’entrée des sondes a été reliée a un
perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard Apparatus) délivrant le LCR en
continu a un débit de 1 pL/min. Les sorties des sondes ont été allongées, de fagon a pouvoir
réaliser le test plus simplement, et de fagon a ce qu’il y ait 15 pL. de volume mort (donc 15
minutes de décalage) entre la membrane semi-perméable et le dialysat recueilli. Apres 1 heure
de stabilisation, des dialysats ont été recueillis toutes les 15 minutes. Lorsque 2 dialysats
basaux ont été prélevés, les optrodes ont été connectées. Les tubes de collecte de microdialyse
ont ensuite ét¢ changés, et les souris ont ensuite ¢té¢ placées dans I’enceinte du NSF (Figure
27). Au méme moment que le commencement du NSF, I’illumination optogénétique a été

débutée pour 15 minutes. Les souris restent dans 1’enceinte du NSF toute la durée de
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I’illumination. Lorsque les souris ont manifestement mordu leur croquette, celle-ci a été
retirée, et les souris ont été maintenues dans I’enceinte. A la fin des 15 minutes
d’illumination, le tube de collecte a été changé (le 3° dialysat basal est prélevé a ce moment,
et le 4° tube de collecte est placé), et les optrodes ont été déconnectées. Ce 4° dialysat, une
fois collecté, a constitué le dialysat correspondant aux mesures durant 1’illumination, du fait
du décalage crée avec la longue sortie. Les souris ont ensuite pu étre replacées dans leur cage
d’origine (celles ou elles ont été placées individuellement apres la chirurgie). Le temps de
latence et la consommation de nourriture pendant 5 minutes dans leur cage d’origine ont été

mesurés, et le recueil des dialysats toutes les 15 minutes a ensuite été poursuivi.

Figure 27 — Couplage de la microdialyse avec I’optogénétique durant le NSF

VIIL.7 Optogénétique durant I'OF chez le méme animal

Le lendemain de la réalisation du NSF, les animaux ont été amenés a proximité des
enceintes d’OF. Leurs optrodes ont été¢ connectés au laser (Figure 28). L’OF de 30 minutes a
été réalisé avec une alternance de périodes de 5 minutes durant lesquels le laser a été
alternativement allumé ou éteint. Pour s’affranchir de 1’effet séquence, le lendemain du NSF,
I’OF a été démarré avec 5 minutes d’illumination ; le surlendemain du NSF, I’OF a été
démarré avec 5 minutes sans illumination. Les parameétres de ces illuminations sont ceux

décrite dans les paragraphes VIIL.4 et VIILS.
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Figure 28 — Couplage de I’optogénétique avec I’OF
VIIL.8 Vérification de I'expression de l'opsine au niveau des jeunes neurones par

immunohistochimie

VIIL.8.1  Perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde

Afin de fixer les protéines des tissus cérébraux lors du prélévement, 90 minutes apres
I’illumination des jeunes neurones (Drew et al., 2016), les souris ont été perfusées avec du
paraformaldéhyde 4%, de la méme maniere que précédemment (voir paragraphe VIL.1). Les

cerveaux congelés ont été conservés a — 80 °C.

VIII.8.2  Détection de GFP par immunohistochimie
Les cerveaux congelés ont été entierement coupés en tranche de 35 um d’épaisseur, de la
méme maniére que précédemment (voir paragraphe VII.2). Les plaques de 24 puits avec les

coupes ont été conservées a 4 °C jusqu’a la réalisation de I’immunohistochimie.

Les coupes ont tout d’abord été rincées 30 minutes dans une solution de PBST, puis elles
ont été incubées 2 heures dans un tampon de blocage de PBST contenant 5% de sérum d’ane
(Normal Donkey Serum, Jackson ImmunoResearch), I’ane étant I’espece servant a fabriquer
I’anticorps secondaire. Cette solution vise a bloquer les sites antigéniques aspécifiques et donc
a diminuer le bruit de fond au moment de la révélation. Les coupes ont ensuite été incubées a

4 °C toute la nuit dans une solution d’anticorps monoclonaux de lapin anti-GFP dilués (1/500,
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Santa Cruz Biotechnology) dans la solution bloquante. Le lendemain, les coupes ont a
nouveau été rincées 30 minutes dans une solution de PBS, puis elles ont été placées dans le
noir pendant 2 heures dans une solution d’anticorps secondaire Cy3 d’ane dirigé contre les
immunoglubulines G de lapin, dilués (1/250, #711-165-152, Jackson ImmunoResearch) dans
une solution de PBS contenant 10% de sérum d’ane. Finalement, aprés ringage des coupes
dans du PBS pendant 30 minutes dans le noir, elles ont été montées sur lames et recouvertes
d’une lamelle a ’aide d’un milieu de montage Fluoromount (Sigma-Aldrich). Elles ont été
visualisées au microscope multiphoton en épifluorescence (Leica TCS SP8) en utilisant les

filtres appropriés.
[X. Analyse statistique

Les résultats des études comportementales et biochimiques sont présentés sous la forme de
moyenne =+ erreur standard de la moyenne (SEM). Pour la microdialyse lors de
I’administration locale et lors de I’optogénétique, les résultats sont exprimés en pourcentage
du niveau basal pour chaque groupe. Les données ont ¢té¢ analysées a 1’aide de GraphPad
Prism 6. Différents tests statistiques ont été utilisés. Un test t de Student ou une ANOVA a 1
ou 2 facteurs ont ét¢ appliqués. Lorsque ’ANOVA a révélé un effet significatif et/ou une
interaction, le test de Tukey a été conduit a posteriori, comparant les moyennes entre chaque
groupe. Dans le NSF, une analyse de survie de Kaplan-Meier a été réalisée, du fait que la
distribution des données ne suivait pas une loi Normale, puis le test du log-rank de Mantel-
Cox a été utilisé pour comparer les courbes de survie. Le seuil de significativité statistique a

été fixé a p <0,05.
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. Objectif 1 : Effet neurochimique d’un traitement a la fluoxétine dans le GD

ventral

Les EDC constituent un probléme de santé publique grave et un des troubles mentaux les
plus courants. Les ISRS sont recommandés en premiere ligne de traitement pharmacologique.
Dans des modeles murins traités a la fluoxétine, l'augmentation de la transmission
sérotoninergique se produit bien avant I'obtention d'effets comportementaux (Mendez-David
et al., 2014; Popa et al., 2010). Ainsi, la transmission sérotoninergique n’explique pas a elle
seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres facteurs doivent ¢galement étre impliqués.
Les jeunes neurones issus de la neurogenése adulte hippocampique présentent une période
critique au cours de 1’étape de maturation, 4 a 6 semaines aprés division, durant laquelle ils
ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de LTP facilitée et une
amplitude de LTP plus grande. Ces jeunes neurones influencent également la réponse des
ISRS durant cette période (Doan et al., 2019 pour revue). Ces jeunes neurones sont localisés
dans le GD ventral. Ainsi, les modifications de neurotransmissions dans cette région cérébrale
par ces jeunes neurones pourraient expliquer leur role comportemental. Les cellules
granulaires du GD étant glutamatergiques, nous nous sommes en particulier intéressés a la
transmission glutamatergique. D'autre part, lors du début de cette theése, un consensus dans la
littérature admettait 1'existence d'un lien étroit entre les jeunes neurones et les neurones
matures via des interneurones GABAergiques (Anacker & Hen, 2017 pour revue). Cette
transmission GABAergique nous a donc également intéressée, d'autant plus que le glutamate

et le GABA sont en lien étroit (voir paragraphe 1.2.4 de l'introduction, Figure 1).

Dans ce premier objectif, nous avons donc évalué¢ les modifications des transmissions

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral aprés un traitement par la fluoxétine.
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I.1Absence d’effet neurochimique d’un traitement aigu a la fluoxétine dans le GD

ventral

Cette étude de microdialyse chez des souris 129SvPas indique qu’apres un traitement aigu
a la fluoxétine (FLX, 18 mg/kg/jour) (protocole Figure 29A), les concentrations
extracellulaires de neurotransmetteurs dans la région du GD ventral des animaux traités a la
fluoxétine en aigu ne sont pas significativement différentes de celles des animaux contrdles
(VEH) [Test de Student: 5-HT (p=0,95; Figure 29B), Glu (p =0,99 ; Figure 29C) et
GABA (p=0,31 ; Figure 29D)].
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Figure 29 — Effets neurochimiques d’un traitement aigu de 2 jours a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le GD ventral
chez des souris 129SvPas. (A) Protocole de 1’expérience de microdialyse aprés un traitement aigu a la fluoxétine. Début du
traitement avec la fluoxétine a D1. Concentrations extracellulaires basales de 5-HT (B), de Glu (C) et de GABA (D)
exprimées en moyenne = SEM (n = 9/groupe).

1.2 Le traitement chronique a la fluoxétine diminue la transmission glutamatergique

dans le GD ventral

Le traitement chronique de 7 semaines a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) (protocole
Figure 30A) augmente significativement la concentration extracellulaire basale de sérotonine
(Test de Student, p=0,03; Figure 30B). D’autre part, le traitement chronique avec la
fluoxétine diminue significativement la transmission glutamatergique dans le GD ventral
(Test de Student, p = 0,04 ; Figure 30C), sans effet sur la transmission GABAergique (Test de
Student, p = 0,44 ; Figure 30D).
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Figure 30 - Effets neurochimiques d’un traitement chronique a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le GD ventral chez
des souris 129SvPas. (A) Protocole de I’expérience de microdialyse aprés un traitement chronique a la fluoxétine.
Concentrations extracellulaires basales de 5-HT (B), de Glu (C) et de GABA (D) exprimées en moyenne = SEM (n =
9/groupe). Test de Student : * p < 0,05.

La balance excitation/inhibition n’est pas significativement différente aprés un traitement
chronique avec la fluoxétine (Test de Student, p=0,21 ; Figure 31). La tendance va méme
dans le sens opposé de la diminution de glutamate observée. Ceci est certainement dii a un
effet d’unité puisque le GABA est bien moins concentré que le glutamate ; ainsi une

diminution mineure des concentrations de GABA exacerbe le ratio glutamate/GABA.
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Figure 31 — Effets d’un traitement chronique a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris 129SvPas sur la balance
GABA/glutamate dans le GD ventral. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM.

1.3 Vérification de I'implantation des sondes

A la fin des expériences de microdialyse, les animaux ont été sacrifiés et leurs cerveaux ont

été prélevés, puis coupés en sections de 20 um d’épaisseur, et les coupes de la zone d’intérét
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ont été colorées au crésyl violet (Figure 32A). Les différentes implantations sont correctes
dans la mesure ou les marques laissées par la sonde de dialyse ont été retrouvées dans la
région du GD ventral. Ces localisations ont été reportées sur les niveaux de coupes

schématiques de 1’atlas stéréotaxique (Figure 32B).

A

Figure 32 - Vérification de I’implantation des sondes. A — Coupe de la zone d’intérét avec trace de la sonde implantée.
B- Représentations des implantations de sondes sur les coupes provenant de ’atlas du cerveau de souris de Franklin
et Paxinos (2007)

En conclusion, ce travail a démontré une diminution de la transmission glutamatergique
dans le GD ventral apres un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette diminution pourrait
constituer une conséquence de la stimulation de la neurogenese adulte hippocampique par le

traitement chronique avec la fluoxétine.
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II. Objectif 2 : Effets comportemental et neurochimique de I'injection de

R025-6981 dans le GD apres un traitement chronique avec la fluoxétine

Dans le second objectif, nous avons souhaité cibler les jeunes neurones par une approche
pharmacologique afin d'évaluer les modifications de neurotransmissions dans le GD ventral
par ces jeunes neurones. La sous-unit¢ GIuN2B du récepteur NMDA du glutamate étant
impliquée dans les propriétés spécifiques électrophysiologiques et comportementales durant la
période critique 4 a 6 semaines apres division (Doan et al., 2019 pour revue), nous avons donc
décidé d'évaluer les effets comportemental et neurochimique de 1'administration locale intra-
hippocampique d'un antagoniste sélectif de la sous-unit¢ GluN2B, le Ro25-6981, apres un

traitement chronique avec la fluoxétine.

L'effet comportemental de I'administration intra-hippocampique de Ro25-6981 a été évalué
chez la souris au fond mixte 129SV/BL6 dans le modele CORT d’anxiété/dépression, apres
un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette administration locale bilatérale a produit un
effet de type antidépressif. Par ailleurs, nous avons évalué l'effet neurochimique du Ro25-
6981 dans les mémes conditions. Nous avons mis en évidence une augmentation de la
transmission glutamatergique indépendante du traitement a la fluoxétine, ainsi qu'une
augmentation de la transmission GABAergique uniquement chez les animaux traités a la
fluoxétine. Cette augmentation des concentrations extracellulaires de GABA pourrait étre en
lien avec l'augmentation de la prolifération des jeunes neurones par le traitement par la
fluoxétine, et de l'augmentation de 1'expression de la sous-unit¢ GluN2B qui pourrait en

résulter.

Ces résultats sont présentés ci-dessous sous la forme d’un article, en préparation, dans

I’attente de pouvoir réaliser les derniers dosages des échantillons issus de la microdialyse.
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ABSTRACT

Major Depressive Disorder is a serious public health problem, the most common
psychiatric disorder worldwide. Antidepressants increase adult hippocampal neurogenesis,
and adult hippocampal neurogenesis is required for some behavioral effects of
antidepressants. Adult-born granule cells in the dentate gyrus (DG) have been shown to have
an important role in these effects, and the GluN2B subunit of NMDA receptors seems to be
involved. However, the precise neurochemical role of the GluN2B subunit in the requirement
of adult-born GCs for the antidepressant-like effects has yet to be elucidated. To assess the
specific role of this GluN2B subunit, Ro25-6981 (intra-DG), a selective antagonist of the
GluN2B subunit of the NMDA glutamate receptor, was administered following a chronic
fluoxetine treatment in a model of anxiety/depression. Responses in the novelty suppressed
feeding (NSF) and neurochemical consequences on extracellular glutamate and GABA in the
ventral DG were measured. Here we show an antidepressant-like effect of local R025-6981 in
the NSF following GluN2B antagonism in the ventral dentate gyrus independently of the
fluoxetine treatment. Furthermore, we revealed a fluoxetine-independent increase of the
glutamatergic transmission, and a fluoxetine-dependent increase of GABA transmission in the
ventral dentate gyrus. Our results suggest that the increase adult hippocampal neurogenesis
following the chronic fluoxetine treatment would increase GluN2B expression, and the
antagonism of these increased GluN2B-containing NMDA receptors would be responsible for

the transient increase of the GABAergic transmission.
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INTRODUCTION

Major Depressive Disorder is a serious public health problem, the most common
psychiatric disorder worldwide. This disease greatly reduces quality of life and can be very
debilitating. Classical monoaminergic antidepressants have a delayed onset of action of
several weeks, with low response rates and with numerous side effects (Rush et al., 2004;
Wisniewski et al., 2006). The continuous generation of new neurons in the adult brain in the
hippocampus, or adult hippocampal neurogenesis, is required for some behavioral effects of
antidepressants, notably in the novelty suppressed feeding test (NSF), a neurogenesis-

dependent behavioral assay (David et al., 2009; Santarelli et al., 2003).

Adult-born granule cells (GCs) are immature neurons with unique properties during a
transient period. In particular, from 4 to 6 weeks post-division, adult-born GCs are more
excitable than mature GCs (Marin-Burgin et al., 2012), and they have a lower threshold for
long-term potentiation (Saxe et al., 2006; Schmidt-Hieber et al., 2004; Snyder et al., 2001;
Wang et al., 2000). These particular properties are largely mediated by GluN2B-containing N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors located on adult-born GCs (Doan et al., 2019 for
review). These NMDA ionotropic glutamate receptors are tetramers typically composed of 2
mandatory GluN1 and 2 GluN2 subunits (Laube et al., 1998). In the fetal brain, there is a shift
from GIuN2B expression to GluN2A expression: GluN2B subunits are predominantly
expressed in the fetal brain. This shift also seems to occur during adult hippocampal

neurogenesis (Canales, 2016; Doan et al., 2019 for review).

In recent years, the fast antidepressant activity of ketamine, a non-competitive
antagonist of NMDA receptor, has been intensely studied (Duman, 2018; Pham & Gardier,
2019). This discovery highlights the important role of NMDA receptors containing GluN2B
subunits in antidepressant drug treatment. The glutamate and NMDA binding sites are located
on GluN2B subunits (Anson et al., 1998; Laube et al., 1997). This subunit also possesses a
ketamine binding site and an allosteric binding site for Ro025-6981, a noncompetitive
polyamine antagonist with good affinity and selectivity for the GluN2B subunit (see Pham &
Gardier, 2019 for a review). In addition, GIuN2B subunits are involved in the control of

glutamate release in subregions of the hippocampus and frontal cortex (Stan et al., 2014).

Adult-born GCs bearing the GluN2B subunit of NMDA receptors exhibit unique
properties by influencing behavioral responses to antidepressant drugs (Tannenholz et al.,

2016). The systemic administration of R025-6981, also exhibits a fast antidepressant response
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(24, 48 or 72 hours later) in the NSF (thus activates neurogenesis: (Gruden et al., 2018)), but
also in neurogenesis-independent behavioral assays, the forced swim test and the sucrose
preference test (Lang et al., 2018 for review; Li et al., 2010; Li et al., 2011; Talbot et al.,
2016). Therefore, adult hippocampal neurogenesis does not seem to be necessary for Ro25-
6981 antidepressant-like activity. Moreover, conditional deletion of the GluN2B subunit
specifically in adult-born GCs attenuated the effect of fluoxetine in the neurogenesis-
dependent NSF test, while the effect of fluoxetine in the tail suspension test was unaffected
(Tannenholz et al., 2016). These data suggest that the GIuN2B subunit plays a role in the
requirement of adult-born GCs for the neurogenesis-dependent effects of antidepressant

drugs.

The purpose of the present study is to explore the contribution of the GluN2B-
containing NMDA receptors in the ventral dentate gyrus (vDGQG) to the antidepressant drug
treatment using a pharmacological approach. In a mouse model of anxiety/depression based
on the elevation of glucocorticoids levels (CORT model) (David et al., 2009), mice were
chronically treated with fluoxetine, a SSRI, then locally administered with Ro25-6981 into the
vDG, where the adult-born GCs are necessary for anxiolytic/antidepressant-related effects
(Wu & Hen, 2014). The Ro25-6981 antidepressant-like behavior was evaluated in the NSF
test. Then, under the same experimental conditions, the effects of R025-6981 on glutamate
and GABA transmissions were determined using in vivo microdialysis in the vDG in adult

mice.

We found an antidepressant-like effect in the NSF following antagonism of GIluN2B
subunits of NMDA receptors in the vDG independently of the chronic fluoxetine treatment.
Furthermore, we revealed a fluoxetine-independent increase in the glutamatergic
neurotransmission, and a fluoxetine-dependent increase in GABA neurotransmission in the

vDG following bilateral Ro25-6981 injection.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Adult male 129SV/BL6 mice (a mixed background) at 12-20 weeks of age were
generated by crossing mice of two different strains, which are C57/Bl16 mice and 129/Sv mice.

This mixed C57/B16 x 129/Sv background allows an appropriate responsiveness in the CORT
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model (David et al., 2009; Gourley & Taylor, 2009) because we benefit from a high adult
hippocampal neurogenesis induction by a chronic antidepressant drug treatment as described
in 129/Sv mice (Diaz et al., 2012). They were housed in groups of four in temperature (21 £+ 1
°C) controlled room with a 12 h light: 12 h dark cycle (lights on at 06:00 a.m.). Food and
water were provided ad libitum except during behavioral observations. Particular efforts were
made to minimize the number of mice used in the experiments. Protocols were approved by
the Institutional Animal Care and Use Committee in France (Council directive # 87-848,
October 19, 1987, “Ministere de I'Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé
et de la Protection Animale, protocol APAFIS #5489, permissions # 92-196” to AM.G.) as
well as with the European directive 2010/63/EU.

Drug treatment

Corticosterone (35 pug/mL, equivalent to 5 mg/kg/day, from Sigma-Aldrich) was dissolved
in vehicle (0.45% hydroxypropyl-p-cyclodextrin; from Roquette). Fluoxetine hydrochloride
(160 pg/mL, equivalent to 18 mg/kg per day, from Biotrend) was dissolved in 0.45%
hydroxypropyl-B-cyclodextrin/corticosterone solution. Corticosterone treatment was applied
for the entire duration of the experiments. Ro25-6981 hydrochloride hydrate (5 pg/uL, from
Sigma-Aldrich) (Davies et al., 2017; Zhang, Wu, et al., 2008) was dissolved in vehicle (12%
DMSO; 88% PBS). Either R025-6981 or vehicle were perfused locally at 0.2 pL/min into the
vDG (bilateral) for 2 min using a Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite (Harvard Apparatus),

30 min prior to the behavioral tests.
Novelty suppressed feeding (NSF)

The NSF is a conflict test that elicits competing motivations: the drive to eat and the
fear of venturing into the center of a brightly lit arena. Twenty-four hours prior to the
behavioral testing, all food was removed from the home cage. At time of testing, each fasted
animal was placed in a corner of a new environment: a plastic box (55 cm x 40 cm x 18 cm)
covered with wooden bedding, in which a single pellet of food was placed on a white paper
platform positioned in the center of the box. The latency to eat was measured and used as an
index of anxiety/depression-like behavior, because classical anxiolytic drugs as well as
chronic antidepressants decrease this measure. Immediately after, the food pellet was removed
from the arena. The animal was then transferred in its home cage, and the amount of food
consumed by the mouse in the subsequent 5 min was measured, serving as a control for

change in appetite as a possible confounding factor. The animals were observed in the novel
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environment for 15 min as previously described (Commissaris, 1993). We have indeed
noticed that when the animals underwent surgery, they could take more than 10 min before

eating.
Local administration probes implantation

Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, ip) and secured in a stereotaxic
frame. Two injection capillaries were implanted through burr holes in the skull, using the
following coordinates (mm from bregma, determined with the mouse brain atlas by Paxinos
and Franklin (2001)), for the vDG: Anterioposterior = -3.7, Lateral = +2.75, Ventral = -3.2.

The injection capillaries were anchored to the skull with dental cement.
Intracerebral in vivo microdialysis

Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, ip) and secured in a
stereotaxic frame. Microdialysis probes coupled with a silica fiber were implanted bilaterally
for the vDG using the following coordinates (mm from bregma, according to Paxinos and
Franklin (2001)): Anterioposterior = -3.7, Lateral = +£2.75, Ventral = -4.2. On the next day,
the probes were continuously perfused with an artificial cerebrospinal fluid (aCSF
composition in mmol/L: NaCl 147; KC1 3.5; CaClz 1.26; MgCl2 1.0; NaH2PO4 1.0; NaHCO3
1.0; pH 7.4 + 0.02) at a flow rate of 1.0 pL/min using PHD ULTRA 10 MultiRack pump
(Harvard Apparatus), while animals were awake and freely moving in their cage. One hour
after the start of aCSF perfusion stabilization period, dialysates were collected (one every 15
min) to obtain basal values of neurotransmitters. Local administration of R025-6981 or
vehicle at a flow rate of 0.2 uL/min for 2 min was then realized, before collecting four more
dialysate samples. Extracellular glutamate and GABA levels were measured in the vDG by
using a high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Dionex Ultimate-3000
HPLC (DGP-3600 M) as previously described (Defaix et al., 2018). The lower limits of

quantification were =~ 42 fmol/sample for glutamate and = 30 fmol/sample for GABA.
RNA isolation and GRIN2B gene expression

Animals were sacrificed by cervical dissociation. Brains were removed, and the DG was
then separated from the rest of the brain under the microscope. All DG samples were directly
put in RiboZol (VWR) and stored at -80 °C until RNA extraction. Total RNA from DG was
extracted using RiboZol (VWR) and assessed by spectrophotometry (NanoDrop 2000,
ThermoFisher Scientific). RNA quality was assessed using gel electrophoresis with the RNA
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LabChip 6000 Nano kit (Bioanalyzer 2000, Agilent Technologies). Samples with an expert
scoring number (RIN) above 7 were considered of good quality. 500 ng of total RNA was
then reverse-transcribed and converted into double-stranded ¢cDNA using the Maxima First
Strand cDNA synthesis kit (ThermoFisher Scientific). Small PCR products were amplified in
quadruplets on an BioRad real-time PCR machine (CFX-96), using universal PCR conditions
(65-59 °C touch-down, followed by 40 cycles (15 s at 95 °C, 10 s at 59 °C and 10 s at 72 °C))
and SYBR Green PCR Master Mix Reagent (Invitrogen). Primer-dimers were assessed by
amplifying primers without cDNA. Primers were retained if they produced no primer-dimers
or non-specific signal after 35 cycles. Results were calculated as relative intensities compared
to two internal controls (ACTIN and GAPDH), and the 2 224 method was used to calculate

the relative expression levels of the transcripts (Schmittgen & Livak, 2008).
Experimental design

Experiment 1 (local administration of Ro25-6981 and fluoxetine effects in the NSF):
After 4 weeks of corticosterone, the SSRI fluoxetine was co-administered for an additional 4
weeks. Pre-treatment times were based on previous studies performed in our laboratory for
corticosterone and for fluoxetine (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). During the
3 week of fluoxetine treatment, the animals were surgically bilaterally implanted an injection
probe in the vDG. Mice were allowed to recover for 4 to 7 days before the test. Then, a first
NSF(1) was performed at Day 56 following local vDG administration of R025-6981 or
vehicle. In the same animals the treatment was further maintained for two more weeks, thus

the second NSF(2) was performed at Day 70.

Experiment 2 (local administration of Ro025-6981 and fluoxetine effects on
glutamatergic and GABAergic transmissions): A 4-week fluoxetine treatment was added to
the corticosterone one, after chronic corticosterone. A NSF was performed, without any
administration of Ro25-6981 or vehicle. Corticosterone and fluoxetine treatments were
continued for two more weeks; then, the animals were surgically bilaterally implanted in the
vDG with a microdialysis probe coupled with a silica fiber. Mice were allowed to recover for
one night and R025-6981 administration or vehicle and the microdialysis procedure started

the following day.
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Statistical analysis

Results from data analyses, expressed as the mean + SEM, were analyzed using Prism 6
software (GraphPad, San Diego, CA, USA). For all experiments, Student’s test, one-way or
two-way ANOVAs were applied to the data as appropriate. Significant main effects and/or
interactions were followed by Tukey’s post-hoc analysis. In the NSF test, a Kaplan-Meier
survival analysis was applied due to the non-normal distribution of data and Mantel-Cox log-
rank test was used to evaluate differences between experimental groups. Statistical

significance was set at p<0.05.

RESULTS

GluN2B antagonist Ro25-6981 into the vDG increased antidepressant-like activity in the
NSF, independently of fluoxetine

We first tested in a cohort of mice the effects of a 4 weeks-fluoxetine treatment (FLX, 18
mg/kg/day) and of bilateral Ro25-6981 (Ro) administration (2 pg in each vDG) in the CORT
model (5 mg/kg/day) (timeline Figure 1A).

A t-test comparison revealed a significant increase in the latency to feed in a novel
environment in the NSF(1) in the CORT-treated group compared to the VEH/Veh control
group (p=0.0335; data not shown). Thus, this NSF(1) validated the anxiety-depression
phenotype in a neurogenesis-dependent test (David et al., 2009).

The treatments with corticosterone and fluoxetine were then maintained for 2 more
weeks, and then mice underwent NSF(2) trial (timeline Figure 1A). In the NSF(2), a Kaplan-
Meier survival analysis revealed a significant increase in the latency to feed in a novel
environment in the CORT/VEH-Veh group compared to all other groups (Mantel-Cox log-
rank test, p=0.0018). A one-way ANOVA confirmed this increase (F442=6.67, p=0.0003,
Tukey test: CORT/VEH-Ro vs CORT/VEH-Veh p<0.005, CORT/FLX-Veh vs CORT/VEH-
Veh p<0.05, CORT/FLX-Ro vs CORT/VEH-Veh p<0.01, CORT/FLX-Ro vs CORT/VEH-Ro
and CORT/FLX-Ro vs CORT/FLX-Veh p>0.05). A one-way ANOVA indicated that food
consumption in the home cage was similar among all groups (F442=1.58, p=0.1961)

(Supplementary Figure 1). Thus, there was an antidepressant-like effect of chronic fluoxetine
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(CORT/FLX-Veh) as well as Ro25-6981 (CORT/VEH-Ro) or the combination of these two
treatments (CORT/FLX-Ro).

GluN2B antagonist R025-6981 administration into the vDG increased glutamatergic

transmissions

Following a similar design, another cohort of mice were exposed to a 4 weeks-fluoxetine
treatment (18 mg/kg/day) in the CORT model (5 mg/kg/day) (timeline Figure 2A). The
antidepressant effectiveness of fluoxetine was evaluated in the NSF. A t-test comparison
revealed a significant increase in the latency to feed in a novel environment in the NSF(1) in
the CORT-treated group compared to the VEH/Veh control group (p=0.028; data not shown).
Thus, this NSF(1) validated the anxiety-depression-like behavior in these mice. In the NSF(1),
a Kaplan-Meier survival analysis revealed a significant increase in the latency to feed in a
novel environment relative to control mice (VEH) and to fluoxetine-treated mice
(CORT/FLX) (Mantel-Cox log-rank test, p=0.0176; data not shown). A one-way ANOVA
confirmed this increase (one-way ANOVA, F2,17=8.21, p=0.0032, Tukey test: CORT/VEH vs
VEH p<0.01, CORT/FLX vs CORT/VEH p<0.01, CORT/FLX vs VEH p>0.05). A one-way
ANOVA indicated that food consumption in the home cage was similar among all groups
(F2,17=0.88, p=0.4326; data not shown). Thus, there was an antidepressant-like effect of
chronic fluoxetine (CORT/FLX) in these mice.

Extracellular glutamate and GABA levels in the vDG were also investigated after local
R025-6981 administration. Basal extracellular glutamate levels were 2.4 = 0.6 pmol/sample
for VEH-Veh mice, 4.9 + 2.4 pmol/sample for CORT/VEH-Veh mice, 2.3 + 0.8 pmol/sample
for CORT/VEH-Ro mice, 4.7 = 1.7 fmol/sample for CORT/FLX-Veh mice and 1.9 + 0.3
pmol/sample for CORT/FLX-Ro mice. A two-way ANOVA revealed a significant main effect
of treatment factor with Ro25-6981 (F4.20=3.94 p=0.0162), no effects of the time factor in the
vDG (F11,220=1.32, p=0.2131) nor of the interaction between these two factors (Fa4220=1.37,
p=0.0749). Post-hoc analyses indicated that Ro025-6981 transiently increased the
glutamatergic transmission as compared to CORT/VEH-Veh mice (p<0.05 at 15- and p<0.01
30-min following the bilateral Ro25-6981 injection) (Figure 2B). The peak increases in
extracellular glutamate levels in CORT/VEH-Ro and for CORT/FLX-Ro mice relative to
control mice (CORT/VEH-Veh) were measured within 30-min of the local administration of
R025-6981. Regarding AUC values of vDG extracellular levels of Glu, a #-test comparison
revealed no differences in the CORT-VEH-Veh group compared to the VEH/Veh control
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group (p=0.3300), and a two-way ANOVA revealed that Ro25-6981 administration increased
the glutamatergic transmission (F1,13=9.78, p=0.0080), and no effects of the fluoxetine
treatment (F1,13=0.33; p=0.5756) nor of the interaction between these two factors (F1,13=0.03;
p=0.8725). Post-hoc analyses indicated that Ro025-6981 increased the glutamatergic
transmission in both CORT/VEH-Ro and CORT/FLX-Ro groups as compared to vehicle-
treated mice (**p<0.01; Figure 2C).

Basal extracellular GABA levels were 70.3 £+ 27.0 fmol/sample for VEH-Veh mice, 58.0 =
21.0 fmol/sample for CORT/VEH-Veh mice, 49.9 + 13.7 fmol/sample for CORT/VEH-Ro
mice, 53.9 + 8.5 fmol/sample for CORT/FLX-Veh mice and 31.9 + 7.5 fmol/sample for
CORT/FLX-Ro mice. A two-way ANOVA revealed no significant main effect of treatment
factor with R0o25-6981 (F420=2.52, p=0.0739), a significant effect of the time factor in the
microdialysis experiment (F11,220=3.12, p=0.0006), and a significant interaction between these
factors (Fa4.220=1.97, p=0.0008). Post-hoc analyses indicated that extracellular GABA levels
transiently increased in the vDG in the CORT/FLX-R025-6981-treated mice when compared
to all other groups (p<0.01 at 15- and p<0.05 30-min following the bilateral Ro25-6981
injection) (Figure 2D). Thus, the combination of both fluoxetine-R025-6981 administration
transiently increased extracellular GABA levels at 15- and 30-min following the bilateral
R025-6981 injection in chronically stressed mice. In the AUC of vDG extracellular levels of
GABA, a two-way ANOVA revealed no effects of Ro administration (Figure 2H, interaction:
F1,13=3.85; p=0.0717, Ro: F1,13=1.90; p=0.1912, FLX: F1,13=1.39; p=0.2603).

DISCUSSION

Chronic fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor, demonstrated antidepressant-
like activities, notably in the NSF (David et al., 2009). Likewise, an acute administration of
several NMDA receptor antagonists, including ketamine or its metabolite (2R,6R)-
hydroxynorketamine or Ro025-698, promoted antidepressant-like activities (Gideons et al.,
2014; Pham et al., 2018; Talbot et al., 2016), notably in the NSF (Gideons et al., 2014; Zanos
et al., 2016). Some studies revealed synergistic antidepressant-like effects of a combination of
selective serotonin reuptake inhibitors and NMDA receptor antagonists (Maj et al., 1996;

Rogoz et al., 2009; Rogoz et al., 2002). In this study, we investigated the differential effects
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of the chronic treatment with fluoxetine and the acute local administration of the GIuN2B
antagonist R025-6981 in the vDG alone or in combination in a mouse model of
anxiety/depression in the NSF, as well as their differential neurochemical effects. Ro25-6981
was injected locally into the vDG, where the adult-born GCs with unique properties
depending on GluN2B expression are found, after a chronic fluoxetine treatment. We reported
that Ro25-6981 decreased the latency to feed in the NSF, in the same way as fluoxetine.
Moreover, using microdialysis, we reported that Ro25-6981 increased glutamate extracellular
levels, as well as GABA extracellular levels in the vDG. The increase in the glutamatergic
transmission was independent of the fluoxetine treatment. Conversely, the increase in the

GABAergic transmission was only present after the chronic fluoxetine treatment.

A previous experiment indicated that the conditional deletion of the GluN2B subunit
specifically in adult-born GCs, prior to the onset of fluoxetine administration, prevented the
decrease in latency to feed of fluoxetine in the neurogenesis-dependent NSF test (Tannenholz
et al., 2016). Thus, it could be hypothesized that an injection of Ro25-6981 in the vDG could
inhibit GluN2B-mediated activity in adult-born GCs, and then prevent the antidepressant-like
effect of fluoxetine in a neurogenesis-dependent test. Actually, in our experiment, Ro25-6981
administration in the vDG did not prevent the fluoxetine antidepressant-like activity. More
this administration induced an antidepressant-like effect in CORT treated mice. This Ro25-
6981 antidepressant-like effect has already been described in the literature (Li et al., 2010; Li
et al., 2011; Talbot et al., 2016) but with systemic administration. This suggests that genetic
and pharmacological approaches give different behavioral effects in the NSF, as the results
obtained by Tannenholz wherein deleting the GluN2B subunit from adult-born GCs decreased
the antidepressant-like effect of fluoxetine (Tannenholz et al., 2016). The attenuation of the
effects of fluoxetine in the NSF in their experiment may be explained by fluoxetine’s
selective antagonism of GIluN2B-containing NMDA receptors property, which was
demonstrated in vitro using whole cell patch-clamp recordings (Kiss et al., 2012). Thus, the
deletion of the GIuN2B subunit specifically from adult-born GCs would prevent a part of
fluoxetine antidepressant-like activity dependent of GluN2B-contaning NMDA receptors,
which would result in the attenuation of the neurogenesis-dependent effects of fluoxetine.
R025-6981 was previously found to produce rapid antidepressant-like activities, and to
interact with dopamine, norepinephrine and serotonin transporters in vitro (Keiser et al., 2009;
Talbot et al., 2016). This indicates that there could be a common part in the mechanisms of

action of R025-6981 and of fluoxetine, independent of adult hippocampal neurogenesis.
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Previous studies from the same authors assessed in mice the effect of another GluN2B
antagonist, traxoprodil, at an inactive dose, on the activity of several antidepressants acting
through diverse mechanisms, including several selective serotonin reuptake inhibitors -
paroxetine, escitalopram and fluoxetine- at a sub-therapeutic dose. The GIuN2B antagonist
injected intraperitoneally in combination with the antidepressants reduced the immobility time
in the forced swim test, while they had no effect alone (Poleszak et al., 2016; Stasiuk et al.,
2017). These studies confirmed the role of the GluN2B subunit of NMDA receptors for the
antidepressant-like effect of antidepressants. In our study, Ro25-6981 antidepressant-like
effect was independent of the fluoxetine antidepressant-like effect. The combination of the
fluoxetine treatment and the Ro25-6981 local injection added no effect on the antidepressant-
like effect of R025-6981 or fluoxetine. Although this could be due to the dose of fluoxetine
used, already fully effective, this implies that fluoxetine and R025-6981 have distinct
mechanisms of action, since there is no synergic effect (Jia et al., 2009). In any case, Ro25-

6981 and fluoxetine did not prevent or cancel their antidepressant-like effect.

To further explore the distinct mechanisms of action of R025-6981 or fluoxetine, we
measured extracellular glutamate and GABA levels in the vDG. We found that Ro25-6981
increased extracellular glutamate and GABA levels in the vDG. These increases were

independent or dependent of the fluoxetine treatment, respectively.

Concerning the glutamatergic transmission in the vDG, this increase of glutamate
extracellular levels following Ro25-6981 administration with or without chronic fluoxetine
seems consistent with the fast antidepressant effect of ketamine, which is also a NMDA
antagonist. A local administration in the medial prefrontal cortex of ketamine or of its
metabolite (2R,6R)-hydroxynorketamine induced an antidepressant-like effect in mice in the
forced swim test. In this experiment, the metabolite of ketamine increased glutamate
extracellular levels in the medial prefrontal cortex, and ketamine also tended to increase these
levels (Pham et al., 2018). Similarly, studies in humans confirmed that ketamine increased
glutamate release in the prefrontal cortex (Abdallah et al., 2018), as well as glutamate

extracellular levels in the hippocampus (Kraguljac et al., 2017).

Concerning the GABAergic transmission, chronic fluoxetine treatment seemed to
impact the effect of Ro025-6981, in opposition to behavior and in the glutamatergic
transmission, where there was no interdependence between Ro25-6981 and fluoxetine. The

fluoxetine-dependent increase in GABA extracellular levels seems consistent with the effects
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of a local administration of ketamine on GABA extracellular levels in the medial prefrontal
cortex (Pham et al., 2018). In another study, acute intraperitoneal injection with ketamine or
with a high dose of R025-6981 (10 mg/kg) induced a GABA upregulation in the medial
prefrontal cortex. This GABA upregulation with R0o25-6981 occurred 30 to 38 min after the
injection, which confirms the transient increase in the GABAergic transmission we observed
(Chowdhury et al., 2017). In this study only with the highest dose (10 mg/kg) of Ro25-6981,
induced this GABAergic effect, suggesting that in our experiment, a higher dose of Ro25-
6981 could increase the GABAergic transmission, independently of fluoxetine treatment. This
increase in the GABAergic transmission seems to be specific to an acute administration of
R025-6981. Indeed, the chronic R025-6981 treatment (17 to 21 days) of rat hippocampal slice
cultures would decrease action potential-dependent GABA release. In this experiment,
inhibitory postsynaptic current was studied by electrophysiological recordings in dentate GCs
and interneurons at the dentate GC layer/hilus border. The spontaneous inhibitory
postsynaptic current frequency was decreased in both cells following the chronic Ro25-6981
treatment (He et al., 2012). To impact the effect of Ro25-6981, fluoxetine could influence the
expression of GIuN2B subunit. The expression of GluN2A and GluN2B were observed in the
prefrontal cortex and in the hippocampus using western blot analysis (Stan et al., 2015). This
study showed that the expression of GIuN2A subunit was decreased in the hippocampus, and
both GluN2A and GIluN2B subunits levels were decreased in the prefrontal cortex after 4
weeks of fluoxetine treatment (Stan et al., 2015). Furthermore, in a new proposed model
based on zinc deficiency, allowing to assess antidepressant-like effects, the GIluN2A and
GIluN2B subunits expression in the hippocampus was increased. In this model, chronic
fluoxetine treatment decreased both GIuN2A and GIuN2B subunits expression in the
hippocampus (Doboszewska et al., 2015). Thus, depending on brain regions and on the animal
model used, fluoxetine effects on GluN2A and GIuN2B expression can be variable.
Consequently, fluoxetine has a major influence on the expression of GIuN2B in the
hippocampus. In our conditions and in the CORT model, fluoxetine increased GluN2B
expression (Supplementary Figure 2). This increase of GluN2B subunit levels following
chronic fluoxetine treatment could lead to the increase in the GABAergic transmission after

the local injection of the GluN2B antagonist in the vDG.

Our study has two limitations, the mode of administration and the doses of R025-6981
and of fluoxetine. Concerning the acute local administration, we decided to target the vDG,

known to be implicated in the mood regulation and affected by adult hippocampal
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neurogenesis. The density of cells in the hilus is relatively low then we cannot exclude that
the local injection in the vDG may have spread across the hippocampus and thus target other
neurons or interneurons. As GluN2A and GluN2B subunits are the predominant subunits in
hippocampal GCs and in hippocampal pyramidal neurons (Kannangara et al., 2014; Kheirbek
et al., 2012; Rauner & Kohr, 2011), Ro25-6981 local injection in the vDG may decreased
GluN2B-mediated activity in these several cells. Then, the effects of Ro25-6981 would not be
mainly the consequence of GluN2B-mediated activity inhibition in adult-born GCs but also of
its inhibition in the pyramidal neurons of the trisynaptic circuit. Moreover, the effective dose
of fluoxetine used did not allow to investigate a possible additive or synergistic effect
between Ro25-6981 and fluoxetine. Likewise, the dose used of 2 pug of Ro25-6981 could limit
the selectivity for GluN2B-containing NMDA receptors (Davies et al., 2013; Go et al., 2016;
Zhang, Liu, et al., 2008). It would be interesting to explore the effects of a lower dose of
fluoxetine and of R025-6981 in future studies.

CONCLUSIONS

In conclusion, our pre-clinical study revealed that Ro25-6981 administration in the
vDG induced an antidepressant-like effect in the NSF but did not affect the effect of
fluoxetine. On the other hand, we revealed a differential effect of Ro25-6981 on glutamate
and GABA transmissions in the vDG: Ro025-6981 increased glutamatergic transmission
independently of fluoxetine treatment whereas its increases GABAergic transmission
selectively in fluoxetine treated mice. This effect on GABAergic transmission could be due to
the increase in GluN2B expression in the vDG induced by the chronic fluoxetine treatment,
which could be resulting from the increased adult hippocampal neurogenesis. However, this

point needs to be further studied.
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LEGENDS

Figure 1 - Bilateral intra-ventral DG Ro025-6981 administration induced an
antidepressive-like response, fluoxetine-independent. (A) Timeline of the experiment. (B
and C) Effects of 6 weeks of fluoxetine treatment and of local Ro25-6981 administration on
corticosterone-induced depression-related behavior in the NSF over 15 min. Results were
represented according to Kaplan-Meier survival analysis (B) and according to mean of latency
to feed in seconds (C). Values are mean + SEM. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.005 versus
CORT/VEH-Veh group.

Figure 2 - A bilateral intra-ventral DG Ro25-6981 administration in chronically treated
mice with fluoxetine increased vDG glutamatergic and GABAergic transmission. (A)
Timeline of the experiment. Time course (B) and AUC (C) of vDG extracellular Glutamate
levels following a chronic fluoxetine treatment and local Ro25-6981 administration in an
anxiety/depression-like model induced by chronic corticosterone administration. Effects of
the treatment on the time course (D) and AUC values (E) of vDG extracellular GABA levels.
For time courses, results (in percentage of the basal level, calculated as the amount of
neurotransmission outflow for the 120-minute of samples collection before the local
administration of R025-6981 or vehicle) were calculated as the ratio of the amount of
neurotransmission for the 0- to 60-minute period of samples collection to the mean of the
samples collected for 120 minutes before the local administration of Ro25-6981 or vehicle.
The AUC values were calculated as the amount of neurotransmission outflow for the 60-
minute of samples collection following the local administration of Ro25-6981 or vehicle, and
expressed as percentage of the basal level. Values are mean £ SEM. ** p<0.01 versus
CORT/VEH group. *p<0.05 versus CORT/VEH-Veh group; #p<0.05, ###p<0.005 versus
CORT/FLX-Veh group; $$p<0.01, $$$p<0.005 versus CORT/VEH-Ro group.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1. NSF home cage latency to feed in the NSF(2) trial. Values are
mean + SEM.

Supplementary Figure 2. Chronic fluoxetine treatment increased GRIN2B gene
expression in the vDG. Data are expressed as mean percentage of relative expression in

CORT/VEH mice + SEM. *p<0.05 versus CORT/VEH group.

135



Supplementary Figure 1

(s) paaj 01 Aauaje

Supplementary Figure 2

CORT/FLX

CORT/VEH

00~

o™
(sjoA3] uoissaldxa aAnejal Jo 9,)
90 2y} ul uoissaidxa gzNN|O

136



Résultats complémentaires

Absence d’effet comportemental de I’administration bilatérale intra-hippocampique de

Ro025-6981 :

Nous avons tout d’abord voulu évaluer ’effet comportemental dans le NSF(1) de
I’administration locale intra-hippocampique de R025-6981 (2 pg dans chaque GD ventral)
aprés 4 semaines de traitement avec la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modele CORT
(5 mg/kg/jour) (protocole Figure 33A). Les fibres d’injection ont ¢été implantées
bilatéralement dans le GD ventral, puis les souris ont été soumises au NSF. Ni I’analyse de
survie Kaplan-Meier suivie du test du log-rank de Mantel-Cox (p = 0,49 ; Figure 33B) ni
I’ANOVA a 1 facteur (Fs,43= 0,89, p = 0,48 ; Figure 33C) n’ont révélé de différences dans les
latences pour se nourrir dans le nouvel environnement. De fagon inattendue, 1’administration
chronique de corticostérone n’a pas induit de phénotype anxio-dépressif chez la souris au fond
mixte 129SV/BL6. Les effets du traitement avec la fluoxétine et de I’administration locale de
R025-6981 n’ont donc pas été évalués dans ces conditions. Ainsi, I’implantation des fibres
d’injection semble interférer avec 1’établissement du phénotype anxio-dépressif avec ces
durées de traitements de la corticostérone et de la fluoxétine (Figure 34). Par conséquent, ils
ont donc été poursuivis pendant 2 semaines supplémentaires, avant de soumettre les souris a

un 2°™ NSF(2) (protocole Figure 33A).
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Figure 33 — Effets comportementaux dans le NSF(1) de I’administration intra-hippocampique bilatérale de R025-6981
apreés 4 semaines de traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modéle CORT chez des souris implantées avec
les fibres d’injection. (A) Protocole d’¢tude de I’effet de 1’administration locale de R025-6981 aprés 4 semaines de
traitement a la fluoxétine. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de
survie (B) et selon la moyenne + SEM des latences en secondes (C).
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Evaluation de I’effet de type antidépresseur du traitement chronique avec la fluoxétine :

Suivant le méme protocole que ci-dessus, nous avons évalué I’effet comportemental dans
le NSF(1) de 4 semaines de traitement avec la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modele
CORT (5 mg/kg/jour) (protocole Figure 34A). L’analyse de survie Kaplan-Meier suivie du
test du log-rank de Mantel-Cox (p = 0, 0176 ; Figure 34B) ainsi que ’ANOVA a 1 facteur
(F2.17= 8,21, p = 0,0032) ont révélé une différence significative dans les latences pour se
nourrir dans le nouvel environnement. Le test du Tukey conduit a posteriori indique une
augmentation significative de cette latence chez les souris exposées a la corticostérone par
rapport aux souris non exposées (CORT/VEH vs VEH p < 0,01) et une diminution
significative de la latence pour se nourrir dans le nouvel environnement chez les souris
exposées a la fluoxétine par rapport aux souris seulement exposées a la corticostérone
(CORT/FLX vs CORT/VEH p < 0,01) (Figure 34C). Une ANOVA a 1 facteur n’a pas révélé
de différence dans les latences pour se nourrir dans la cage d’origine (F2,17 = 0,88,
p =0,4326). L’appétence des souris n’est pas affectée. Le modele étant ainsi validé, nous

avons pu poursuivre le protocole de microdialyse chez ces mémes animaux.

A R025-6981
1
4 weeks 4 weeks | 2 weeks

_ NSF Microdialysis
Corticosterone (5 mg/kg/day)

microdialysis probes implantation

~ 100 400 dedke dek 404
g =&~ VEH
g 75 -8~ CORT/VEH g .0 =
T -8~ CORTFLX T i ° z 307 ° o
5 -g 3 [+] o
< 2 e
3 50 > 200 > 20 I
: : P | B
5
- . - 4
5 = 100 10 a-n-oo
3 /
s *
e . T + ' o 0 : .A :
0 100 200 300 400 VEH CORTVEH  CORT/FLX VEH CORTVEH  CORT/FLX

Latency to feed (s)

Figure 34 — Effets comportementaux dans le NSF(1) d’un traitement de 4 semaines a la fluoxétine (18 mg/kg/jour)
dans le modéle CORT chez des souris sans chirurgie. (A) Protocole d’¢tude de I’effet de 4 semaines de traitement a la
fluoxétine. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de survie (B) et
selon la moyenne + SEM des latences en secondes (C). (D) Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en
moyenne = SEM. ** p < 0,01
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Evaluation de I’effet du traitement chronique avec la fluoxétine sur la prolifération des
nouveaux neurones :

Dans ce second objectif, nous avons souhaité cibler les jeunes neurones par une
approche pharmacologique par I’administration locale bilatérale de Ro025-6981 apres un
traitement chronique a la fluoxétine. Nous avions supposé que ce traitement chronique avec
un ISRS engendrerait une stimulation des étapes de neurogenése adulte hippocampique,
augmentant ainsi le nombre de jeunes neurones exprimant les récepteurs NMDA contenant la
sous-unité GIuN2B. Cette hypothése, supportée par la littérature (Santarelli et al., 2003; J.
W. Wang et al., 2008), indiquerait que chez les souris exposées au traitement chronique avec

la fluoxétine, le R025-6981 pourrait cibler un nombre plus important de jeunes neurones.

Pour vérifier I’augmentation de I’activité proliférative aprés le traitement chronique
avec la fluoxétine, nous avons marqué les neurones de I’hippocampe en prolifération par une
détection de Ki67 par immunohistochimie (Figure 35A). Une ANOVA a 1 facteur a révélé
une différence significative des neurones en division entre les différents groupes
(F215=12,84, p = 0,0006). Le test du Tukey conduit a posteriori indique que les animaux
traités avec la fluoxétine ont significativement plus de neurones en division dans
I’hippocampe vis-a-vis des animaux n’ayant pas regu de corticostérone (p < 0,05) et vis-a-vis
des animaux exposés a la corticostérone (p < 0,005) (Figure 35B). La fluoxétine stimule bien

la prolifération des jeunes neurones dans notre expérience.
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Figure 35 — Augmentation de ’activité proliférative aprés le traitement chronique avec la fluoxétine. (A) Schéma du
GD sur une coupe frontale a approximativement — 3 mm du bregma, provenant de 1’atlas du cerveau de souris de Franklin et
Paxinos (2007). (B) Images représentatives du marquage Ki67 sur des coupes du GD chez des animaux n’ayant pas regu de
corticostérone, ou en ayant regu avec la fluoxétine ou non. La barre d’échelle représente 100 um. (C) Le comptage des
neurones exprimant Ki67 a été réalisé sur 1/6 de I"’hippocampe. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. *p<0,05,
*#%p<0,005

En conclusion, ce travail a démontré l'effet de type antidépresseur de l'administration
locale d'un antagoniste de la sous-unité GluN2B dans un test neurogenése-dépendant, ainsi
que l'augmentation des transmissions glutamatergique et GABAergique, respectivement

indépendante et dépendante du traitement par la fluoxétine.
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[1I. Objectif 3 : Effet comportemental et neurochimique de la stimulation ou

de I'inhibition des jeunes neurones chez le méme animal

Dans ce troisiéme objectif, nous avons voulu cibler les jeunes neurones par une approche
d’optogénétique afin d'évaluer les modifications de neurotransmissions dans le GD ventral par
ces jeunes neurones. Cette approche optogénétique compleéte les résultats obtenus
précédemment qui n’ont permis qu’un apport prédictif d’informations sur 1’implication des
jeunes neurones puisque méme si I’expression de GluN2B est importante chez les jeunes
neurones, elle n’est pas exclusive (Groc et al., 2006; Tovar & Westbrook, 1999). Nous avons
souhaité évaluer I’implication sélective des jeunes neurones et leurs roles comportemental et
neurochimique, par manipulation optogénétique de leur activité électrique durant la période

critique de 4 a 6 semaines apres division.

III.1 Vérification de I'expression de la Channelrhodopsine 2 et de

Archaerhodopsine au niveau des jeunes neurones du GD

Afin de controler sélectivement l'activité €lectrique des jeunes neurones, nous avons utilisé
des souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch. Pour les obtenir, une lignée de souris exprimant la
recombinase Cre dans les cellules souches neurales exprimant Nestine a été croisée avec 2
lignées de souris permettant une expression conditionnelle soit du canal sodique sensible a la
lumiere bleue ChR2, soit de la pompe a protons sensible a la lumiere verte Arch (voir
paragraphe 1.2.1 des matériels et méthodes, Figure 11). Les souris Nestine-ChR2 et Nestine-
Arch ont été comparées aux animaux nés de ce croisement ne possédant pas ce génotype,

considérés comme WT.

L'expression des opsines a ét¢ induite par administration du tamoxiféne (Figure 36A),
6 semaines avant la réalisation des expériences d'optogénétique. Cette induction préalable a
ainsi permis l'¢tude de la stimulation ou de l'inhibition des jeunes neurones alors agés
d'environ 6 semaines, correspondant a la période critique durant laquelle les jeunes neurones
contribuent aux effets comportementaux neurogenése-dépendant (détaillée dans Doan et al.
(2019) pour revue). L'expression de ChR2 et de Arch par les jeunes neurones a été vérifiée
par des expériences d'immunohistochimie, chez les souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch
respectivement. Ces expériences d'immunohistochimie ont mis en évidence, par le marquage
des protéines fluorescentes YFP et GFP, l'expression sélective de ChR2 (Figure 36B) ainsi
que de Arch (Figure 36C) par les jeunes neurones situés dans le GD de 1'hippocampe.
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A l'inverse, les jeunes neurones des souris WT n'expriment pas ces protéines au niveau des

jeunes neurones du GD (Figure 36D).
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Figure 36 — Marquage des protéines YFP co-exprimées par les cellules qui présentent Channelrhodopsine 2 (ChR2-
YFP) et des protéines GFP co-exprimées par les cellules qui présentent I’Archaerhodopsine (Arch-GFP) au niveau des
jeunes neurones et coloration des noyaux au DAPIL (A) Induction de I’expression des opsines par administration de
tamoxifene, selon les constructions génétiques. (B) Expression de ChR2-YFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral
d’un animal Nestine-ChR2. (C) Expression de Arch-GFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral d’un animal Nestine-
Arch. (D) Absence de protéines YFP/GFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral d’un animal WT. La barre d’échelle
représente 100 pm.
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[I1.2 La stimulation des jeunes neurones augmente la transmission GABAergique

dans le GD

Apres I’induction préalable de I’expression de ChR2 et aprés un traitement chronique a la
fluoxétine, nous nous sommes intéressés aux modifications de neurotranmissions dans la
région du GD ventral apres la stimulation des jeunes neurones (protocole Figure 37A). Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux valeurs basales. Les valeurs basales
moyennes pour la concentration extracellulaire de sérotonine étaient de 4,38 + 0,80
fmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 7,95 + 0,10 fmol/échantillon pour le
groupe WT FLX et 6,88 + 1,06 fmol/échantillon pour le groupe ChR2 FLX. Le traitement
chronique de 4 semaines a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) augmente significativement la
concentration basale extracellulaire de sérotonine (ANOVA a 1 facteur, F215 = 4,19, p
=0,0358, test de Tukey : WT FLX vs WT VEH p < 0,05, ChR2 FLX vs WT VEH p = 0,08).
Il n’y a pas d’effet significatif sur les concentrations extracellulaires de sérotonine dans
I’heure suivant le début de I’illumination (ANOVA a 2 facteurs, stimulation : Fe¢ 102 = 0,22, p
=0,9871 ; traitement : F2102 = 1,52, p = 0,2236 ; interaction : Fi2,102 = 0,40, p = 0,9615 ;
Figure 37B ; ANOVA a 1 facteur, F2,15= 2,83, p=0,0909 ; Figure 37C).

Les valeurs basales moyennes pour la concentration extracellulaire de glutamate étaient de
3,87 £ 1,54 pmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 2,18 + 0,84
pmol/échantillon pour le groupe WT FLX et 2,24 + 0,57 pmol/échantillon pour le groupe
ChR2 FLX. Aucune différence significative entre ces valeurs basales n’a été mise en évidence
(ANOVA a1 facteur, F217= 0,69, p =0,5168). Concernant les variations de la transmission
glutamatergique apres la stimulation optogénétique, aucune différence significative n’est mise
en évidence avec le traitement chronique a la fluoxétine. L’illumination n’induit pas de
modification significative sur les concentrations extracellulaires de glutamate (ANOVA a 2
facteurs, stimulation: Fe 118 = 0,64, p =0,7004 ; traitement: F2118 = 1,48, p = 0,2316;
interaction : Fi2118 = 0,87, p = 0,5791 ; Figure 37D ; ANOVA a 1 facteur, F217 = 1,05, p
=0,3708 ; Figure 37E).

Enfin, les valeurs basales moyennes pour la concentration extracellulaire de GABA étaient
de 100,7 + 38,4 fmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 65,6 + 30,1
fmol/échantillon pour le groupe WT FLX et 66,8 = 21,6 fmol/échantillon pour le groupe

ChR2 FLX. Aucun effet sur les concentrations extracellulaires basales de GABA n’a été mis
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en évidence suite au traitement chronique de 4 semaines a la fluoxétine (ANOVA a 1 facteur,
F2,17 = 0,39, p = 0,6808). La stimulation des jeunes neurones chez les souris Nestine-ChR2
augmente significativement la transmission GABAergique jusqu’a 30 minutes apres la fin de
la stimulation (ANOVA a 2 facteurs, stimulation : Fe118= 3,10, p = 0,0074 ; traitement : F2,118
= 5,96, p = 0,0034 ; interaction : Fi2,118 = 1,35, p = 0,1980 ; Figure 37F). Une ANOVA a 1
facteur révele que la stimulation modifie les concentrations extracellulaires de GABA

lorsqu’elles sont exprimées en AUC (F2,17=4,16, p = 0,0337 ; Figure 37Q).

A microdialysis probes implantation
4 weeks Microdialysis + Behavior + Optogenetic stimulation:
L 1 ’ D1 : Microdialysis + NSF + Optogenetic stimulation
! ! D2: OF + Optogenetic stimulation (ON first)
Tamoxifen (2 mg/day, 5 days) Fluoxetine (18 mg/kg/day) D3: OF + Optogenetic stimulation (OFF first)
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Figure 37 - Effets neurochimiques dans le GD ventral de la stimulation des jeunes neurones apres 4 semaines de
traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2). (A) Protocole
d’étude de I’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B — G) Les concentrations extracellulaires basales de 5-HT, de Glu
et de GABA sont exprimées en pourcentage par rapport au niveau basal de chaque groupe (calculé a partir de 3 dialysats) en
fonction du temps apres le commencement de stimulation optogénétique (B, D et F respectivement), ainsi qu’en valeurs
d’AUC (% du niveau basal pour chaque groupe, calculé a partir de 3 dialysats) (C, E et G respectivement). ANOVA a 2
facteurs : stimulation : Fe 118 = 3,10, p = 0,0074 ; traitement : F2,118 = 5,96, p = 0,0034 ; interaction : Fi2,11s = 1,35, p = 0,1980,
test de Tukey : * p < 0,05 ** p < 0,01 par rapport au groupe WT VEH ; # p < 0,05 ## p < 0,01 par rapport au groupe WT
FLX.

La balance excitation/inhibition n’est pas significativement différente apres la stimulation

des jeunes neurones apres 4 semaines de traitement a la fluoxétine (ANOVA a 1 facteur, F2.17

=1,01, p=0,3851 ; Figure 38).
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Figure 38 - Effets de la stimulation des jeunes neurones apreés 4 semaines de traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour)
chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2) sur la balance GABA/glutamate dans le GD ventral.

1.3 Absence d’effet comportemental apres stimulation des jeunes neurones ou

apres un traitement chronique a la fluoxétine

Le NSF a été réalisé¢ chez les mémes animaux dont les résultats de microdialyse sont
présentés ci-dessus, et simultanément a 1’illumination optogénétique (protocole Figure 39A).
Ni le traitement chronique de 4 semaines a la fluoxétine, ni la stimulation des jeunes neurones
n’ont induit d’effet significatif dans la latence pour aller se nourrir dans le NSF par rapport
aux animaux du groupe contrdle (analyse de survie Kaplan-Meier, test du log-rank, p
=0,8315 ; Figure 39B ; ANOVA a1 facteur, F2,17=0,11, p =0,8977 ; Figure 39C). De méme,
il n’y a pas eu de différences dans la latence pour aller se nourrir dans la cage d’origine
(ANOVA a1 facteur, F2,17= 0,36, p = 0,7003 ; Figure 39D).

A microdialysis probes implantation

Microdialysis + Behavior + Optogenetic stimulation:
1 1 ’ D1 : Microdialysis + NSF + Optogenetic stimulation
! ! D2: OF + Optogenetic stimulation (ON first)

D3: OF + Optogenetic stimulation (OFF first)
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Figure 39 - Effets comportementaux dans le NSF de la stimulation des jeunes neurones aprés 4 semaines de traitement
a la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2), obtenus simultanément a
la microdialyse. (A) Protocole d’étude de I’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B et C) Les latences pour se nourrir
dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de survie (B) et selon la moyenne £ SEM des latences en
secondes (C). (D) Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en moyenne + SEM.
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Le lendemain et le surlendemain de la réalisation du NSF, les mémes animaux ont été
placés dans I’OF (protocole Figure 40A). Ni le traitement chronique de 4 semaines a la
fluoxétine, ni la stimulation des jeunes neurones n’ont induit d’effet significatif dans le temps
passé (ANOVA a 2 facteurs, stimulation : Fi26= 0,01, p=0,9144 ; traitement : F226= 0,84, p
= 0,4449 ; interaction : F226 = 0,70, p = 0,5049 ; Figure 40B; ANOVA a 2 facteurs,
stimulation : F120= 0,21, p = 0,6485 ; traitement : F220= 1,60, p = 0,2268 ; interaction : F220=
0,66, p = 0,5287 ; Figure 40C) ou le nombre d’entrées dans le centre du champ (ANOVA a 2
facteurs, stimulation: Fi26 = 0,17, p=0,6873 ; traitement: Fa2¢ = 2,17, p = 0,1340 ;
interaction : F226= 0,44, p = 0,6509 ; Figure 40D ; ANOVA a 2 facteurs, stimulation : Fi.20=
0,31, p=0,5861 ; traitement : F220= 1,54, p = 0,2397 ; interaction : F220= 0,50, p = 0,6146 ;
Figure 40E), ni dans la distance ambulatoire parcourue (ANOVA a 2 facteurs, stimulation :
Fi26 = 0,06, p =0,8078 ; traitement : F226 = 0,26, p = 0,7735 ; interaction : F226 = 0,64, p =
0,5341 ; Figure 40F ; ANOVA a 2 facteurs, stimulation : Fi20= 0,55, p = 0,4660 ; traitement :
F220= 0,57, p = 0,5763 ; interaction : F220 = 0,002, p = 0,9982 ; Figure 40E) dans I’OF par

rapport aux animaux du groupe controle.
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A microdialysis probes implantation

4 weeks Microdialysis + Behavior + Optogenetic stimulation:
1 L > D1 : Microdialysis + NSF + Optogenetic stimulation
D2: OF + Optogenetic stimulation (ON first)
D3: OF + Optogenetic stimulation (OFF first)
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Figure 40 - Effets comportementaux dans I’OF de la stimulation des jeunes neurones apres 4 semaines de traitement a
la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2), en fonction de la séquence a
laquelle illumination a été réalisée. (A) Protocole d’¢tude de I’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B et C) Temps
pass¢ dans le centre du champ lors de I’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de la séquence d’illumination.
(D et E) Nombre d’entrées dans le centre du champ lors de 1’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de la
séquence d’illumination. (Fet G) Distance ambulatoire parcourue lors de I’illumination ou non, en fonction de la journée de
test et de la séquence d’illumination. Les données sont représentées en moyenne = SEM.

Amb. dist. center/ Total amb. distance
Amb. dist center/ Total amb. distance

Pour conclure, ce travail a mis en évidence que la stimulation des jeunes neurones
augmente la transmission GABAergique dans le GD ventral. Cette étude de ’effet de la
stimulation des jeunes neurones n’a pas ¢établi de lien entre la neurochimie et le comportement
du fait de I’absence d’un effet de type antidépresseur d’un traitement chronique a la fluoxétine
chez les animaux. Nous avons donc décidé de poursuivre les expériences d’optogénétique

dans le modele CORT.
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[I1.4 Résultats complémentaires : Effet comportemental de l'inhibition des jeunes

neurones dans un modeéle d’anxiété/dépression

Aprés I’induction préalable d’un état de type anxio-dépressif et de 1’expression de Arch, et
aprés un traitement chronique a la fluoxétine, nous nous sommes intéressés a 1’effet de
I’inhibition des jeunes neurones dans la région du GD ventral. Le NSF et ’OF ont été réalisés
chez des animaux pré-traités par la corticostérone, puis chez qui la fluoxétine a été donnée
ensuite de facon concomitante a la corticostérone pour 4 semaines (protocole Figure 41A).

Sur les 17 animaux traités, seuls 9 ont survécu apres la chirurgie (Figures 41 et 42).

A microdialysis probes implantation
4 weeks 4 weeks Microdialysis + Behavior + Optogenetic inhibition:
L 1 > D1 : Microdialysis + NSF + Optogenetic inhibition
! ] ! D2: OF + Optogenetic inhibition (ON first)
Corticosterone (5 mg/kg/day) D3: OF + Optogenetic inhibition(OFF first)
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Figure 41 - Effets comportementaux dans le NSF de I’inhibition des jeunes neurones apreés 4 semaines de traitement a
la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modéle CORT chez des souris WT et chez des souris Nestine-Arch (Arch). (A)
Protocole d’étude de I’effet de I’inhibition des jeunes neurones. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel
environnement sont représentées en analyse de survie (B) et selon la moyenne = SEM des latences en secondes (C). (D)
Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en moyenne + SEM.
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A microdialysis probes implantation

4 weeks A4 weeks Microdialysis + Behavior + Optogenetic inhibition:
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Corticosterone (5 mg/kg/day) D3: OF + Optogenetic inhibition{OFF first)

Tamoxifen (2 mg/day, 5 days) Fluoxetine (18 mg/kg/day)

30 min 30 min
[ wTveH /—/R
02 OFF OFf JJOMl OFF | 2 wreoerro 03 [OFF BN oFr 0NN orr ORIl
EZ ARCH CORTIFLX
B 400 C 30
gzno: %
i ;

N

ON OFF

D 50 E 20
« 404 »
£ £ 159
8 204 3
@ @ 10 T
£ 201 s
& &
10 5 Fr) Iﬁ
o 7] ol . Zh
oN OFF oN OFF
;
F §o_15— G gu_m;—
£ £0.064 7%
;o_w— é
-]
% %nm— /
oo 5
nrY | I
= =
o0 Iﬁ A 3| . £0.00- . it
< oN OFF < ON OFF

Figure 42 - Effets comportementaux dans I’OF de I’inhibition des jeunes neurones aprés 4 semaines de traitement a la
fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modele CORT chez des souris WT et chez des souris Nestine-Arch (ARCH), en
fonction de la séquence a laquelle ’illumination a été réalisée. (A) Protocole d’étude de 1’effet de 1’inhibition des jeunes
neurones. (B et C) Temps passé dans le centre du champ lors de I’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de
la séquence d’illumination. (D et E) Nombre d’entrées dans le centre du champ lors de I’illumination ou non, en fonction de
la journée de test et de la séquence d’illumination. (Fet G) Distance ambulatoire parcourue lors de I’illumination ou non, en
fonction de la journée de test et de la séquence d’illumination. Les données sont représentées en moyenne = SEM.

Ainsi, du fait de cette mortalité trés importante, nous n’avons pas pu obtenir un nombre
suffisant d’animaux dans chaque groupe afin de pouvoir analyser de fagon rigoureuse de telles
données. De plus, I’observation de ces animaux a montré leurs difficultés a récupérer de la
chirurgie ce qui rend encore plus incertaine 1’interprétation des résultats. Ces faits nous on fait

considérer qu’il n’était pas judicieux de doser les échantillons issus de la microdialyse.
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Les EDC sont des troubles mentaux courants et invalidants. Les ISRS sont la classe
d’antidépresseurs la plus prescrite, mais leur mécanisme d'action n'est pas totalement élucidé.
L’intégration des jeunes neurones issus de la neurogenese adulte hippocampique dans le GD
jouerait un role clef dans le mécanisme d’action des antidépresseurs. Ces travaux de theése ont
permis d'étudier grace a différentes techniques combinées chez la souris le role des jeunes
neurones dans les effets des antidépresseurs. Nous nous sommes intéressés aux variations de
neurotransmissions engendrées suite a 1’intégration de ces nouveaux neurones dans le GD

ventral apres un traitement chronique avec la fluoxétine.

. Lien des jeunes neurones avec les cellules granulaires matures : Deux

hypotheéses

Concernant les efférences du GD, les cellules granulaires projettent vers l'arborisation
dendritique des cellules pyramidales de l'aire CA3 de 1’hippocampe, mais pas uniquement.
D’autres efférences ont été étudiées par des marquages d’immunohistochimie chez le rat,
révélant une projection des cellules granulaires vers des interneurones GABAergiques de la

région hilaire du GD (Acsady et al., 1998).

Plus précisément pour les nouveaux neurones issus de la neurogencse adulte
hippocampique, une étude électrophysiologique sur tranches hippocampiques de souris a
révélé des contacts synaptiques entre les jeunes neurones avec les cellules pyramidales de
l'aire CA3 ainsi qu’avec des interneurones situés dans le hile du GD (Toni et al., 2008). Il a
€té mis en évidence par imagerie par colorant sensible au potentiel, chez un modele génétique
de souris Nestine-CreER™/Bax permettant une augmentation du nombre de jeunes neurones,
ainsi que chez des souris irradiées aux rayons X au niveau de I’hippocampe permettant une
suppression de la neurogenése, que les jeunes neurones influengaient I’excitabilité des cellules
granulaires via ces interneurones (Ikrar et al., 2013). Par la suite, la connexion entre les jeunes
neurones et les neurones matures, notamment via ces interneurones du hile, a été évaluée par
une expérience d'optogénétique couplée a de 1'¢lectrophysiologie sur tranches chez des souris
exposés a un environnement enrichi (Drew et al., 2016). Dans cette dernicre étude, les
courants post-synaptiques des cellules granulaires matures ont ét¢ mesurés, aprés stimulation
optogénétique des jeunes neurones jusqu'a 7 semaines apreés division. Suite a l'exposition a
'environnement enrichi, la stimulation des jeunes neurones augmente I'amplitude des courants
inhibiteurs post-synaptiques. De plus, l'amplitude de ces courants est diminuée apres

application d'antagonistes de récepteurs NMDA et AMPA glutamatergiques (NBQX + AP-5)
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apres blocage synaptique, suggérant ainsi que ces courants inhibiteurs résultent d'un circuit di-
synpatique entre les jeunes neurones et les neurones matures, via un interneurone
GABAergique. Ceci est étayé par I’étude de Bergami (2015) dans laquelle la neurogenese
hippocampique adulte est augmentée aprés exposition des animaux a un environnement
enrichi pendant 6 semaines. Dans ce modele, la stimulation des jeunes neurones induit une
diminution de la fréquence des courants post-synaptiques excitateurs (Bergami et al., 2015),
qui sont la conséquence d’une diminution de la transmission glutamatergique. Au
commencement de cette theése, ce lien étroit entre les jeunes neurones et les neurones matures
via des interneurones GABAergiques faisait consensus dans la littérature (Anacker & Hen,

2017 pour revue).

Cependant, une récente étude a étudié les interactions entre les jeunes neurones et les
neurones matures par €lectrophysiologie (voir paragraphe II1.2 de l'introduction). Cette étude
a montré l'absence d'un lien indirect entre les jeunes neurones et les neurones matures
impliquant un interneurone GABAergique dans leurs conditions expérimentales (notamment
sans environnement enrichi). Cette étude a par ailleurs précisé la nature du lien direct entre les
jeunes neurones et les neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du
glutamate mGluR2 couplés a des canaux K™ GIRK ou via les récepteurs NMDA en fonction
d’une faible libération ou d’une libération importante de glutamate par les jeunes neurones,
respectivement (Luna et al., 2019). La présence de récepteurs métabotropiques du glutamate
mGIluR2 couplés a des canaux K" GIRK sur les neurones matures avait par ailleurs déja été
décrite ; contrairement aux jeunes neurones, qui ne présentent pas d’activité de ces récepteurs

métabotropiques du glutamate mGluR2 couplés a des canaux K* GIRK (Gonzalez et al.,

2018).

Nous avons choisi de considérer que I’ensemble des expériences mentionnées ci-dessus
coexistaient, du fait des différences expérimentales, notamment 1’augmentation ou non du
nombre de jeunes neurones par 1’utilisation d’un modele génétique ou par 1’utilisation d’un
environnement enrichi, pouvant engendrer une réorganisation de la connectivité des jeunes
neurones (Bergami et al., 2015). Les résultats des expériences mentionnées ci-dessus
pourraient ainsi étre complémentaires dans la description des efférences des jeunes neurones
(Figure 43), qui pourraient expliquer comment les jeunes neurones influencent la réponse des

ISRS.
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Figure 43 — Efférences des jeunes neurones immatures dans le gyrus dentelé de I’hippocampe, selon la littérature. Les
jeunes neurones s’intégrent dans le gyrus dentelé. Les jeunes neurones et les neurones matures sont en compétition
synaptique pour les afférences en provenance du cortex entorhinal. Les jeunes neurones projettent vers la CA3, mais ils
projetteraient également vers des interneurones GABAergiques du hile du gyrus dentelé ainsi que directement vers les
neurones matures de la zone granulaire. Concernant ce lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures, il est
établi par des récepteurs ionotropiques NMDA du glutamate responsables d’une excitation des neurones matures, ainsi que
par des récepteurs métabotropiques du glutamate couplés a des canaux K* responsables d’une inhibition des neurones
matures, en fonction d’une libération importante ou d’une faible libération de glutamate par les jeunes neurones,
respectivement.
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II. Objectif1: La diminution de la transmission glutamatergique apres un
traitement chronique avec la fluoxétine suggeére 'implication

d’'interneurones GABAergiques

Ainsi, nous nous sommes intéressés a cette relation étroite entre jeunes neurones issus de la
neurogenese hippocampique adulte et traitement antidépresseur, et notamment entre ces liens
directs ou indirects entre les jeunes neurones et les neurones matures. Pour cela, nous avons
utilis¢ la technique de microdialyse chez I’animal éveillé afin d’étudier les variations des
concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral suite a
I’intégration de ces nouveaux neurones dans le GD aprés un traitement chronique avec la

fluoxétine.

Dans un premier temps, nous avons évalué les modifications de neurotransmissions dans le
GD ventral chez des souris aprés un traitement chronique avec la fluoxétine. Tout d’abord,
nous avons confirmé qu’un traitement chronique avec la fluoxétine augmente la transmission
sérotoninergique dans le GD ventral, comme déja constaté dans I'hippocampe (Popa et al.,
2010). Cette expérience a de plus révélé une diminution de la transmission glutamatergique
aprés un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette diminution pourrait s’expliquer par
I’implication de la neurogenése stimulée par ce traitement (Santarelli et al., 2003; J. W. Wang
et al., 2008). Cette diminution ne semble pas refléter la libération de glutamate par les jeunes
neurones glutamatergiques, ces derniers étant plus nombreux, ils conduiraient dans ce cas a
une augmentation de la transmission glutamatergique. Les jeunes neurones pourraient étre
impliqués via la dépolarisation des interneurones GABAergiques situés dans le hile du GD
(Drew et al., 2016), qui inhibent alors les cellules granulaires matures du GD ; cette inhibition
des cellules granulaires matures glutamatergiques conduirait a cette diminution de la
transmission glutamatergique. De plus, la population de jeunes neurones étant augmentée
aprés le traitement chronique a la fluoxétine, le phénomeéne de compétition synaptique des
jeunes neurones avec les neurones matures pour recevoir les afférences de la voie perforante
en provenance du cortex entorhinal (voir paragraphe III.2 de l'introduction, Article 1)
favoriserait la stimulation des jeunes neurones. Ceci renforcerait le phénomene d’inhibition
des neurones matures décrit ci-dessus et aboutissant a la diminution de libération du glutamate
(Figure 44). Nos résultats ne confirment pas I’existence d’un lien direct entre les jeunes
neurones et les neurones matures, comme décrit dans I’étude de Luna (Luna et al., 2019).

Selon cette hypothése, une augmentation du nombre de jeunes neurones (par la stimulation
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des différentes étapes de neurogenese adulte avec la fluoxétine) devrait conduire a une
libération importante de glutamate par ces jeunes neurones, et ainsi a I’excitation des
neurones matures via les récepteurs NMDA : nous aurions dans ce cas dii observer une
augmentation de la transmission glutamatergique dans le GD ventral. La diminution de la
transmission glutamatergique obtenue (Figure 30C) pourrait s’expliquer selon cette hypothese
par D’inhibition des neurones matures via les récepteurs métabotropiques du glutamate
mGluR2 couplés aux canaux GIRK, qui ont une forte affinit¢ pour le glutamate (voir
paragraphe II1.2 de l'introduction, Figure 10). Or, dans cette expérience, la libération de
glutamate par les jeunes neurones ne serait pas faible mais importante. Nos premiers résultats
ne confirment donc pas le lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures ; ils
semblent plutdt favoriser uniquement 1’hypothése impliquant un interneurone GABAergique.
Cependant, la technique de microdialyse que nous avons utilisée ne permet peut-étre pas
d’apporter des informations si précises sur les projections des jeunes neurones, du fait de la
longue durée de collecte des dialysats de plusieurs minutes qui pourrait permettre
I’intervention de différentes cellules. Les concentrations extracellulaires de glutamate et de
GABA pourraient provenir d’autres facteurs et 1’origine neuronale par les neurones
granulaires reste a vérifier. En effet, elles sont impliquées dans la synapse tripartite entre les
neurones pré-synaptiques, les neurones post-synaptiques et les astrocytes (voir paragraphe
[.2.4 de l'introduction), dans laquelle les mitochondries et plus particuliérement le cycle de
Krebs ont un réle important. Lors d’expériences de microdialyse, I’utilisation de tétrodotoxine
bloquant les canaux sodique voltage-dépendant indique que les concentrations extracellulaires
de glutamate refléterait la balance entre la libération neuronale du glutamate et la recapture

par les neurones post-synaptiques ainsi que par les astrocytes (Rocher et al., 1999).

Dans cette premicére expérience chez des souris 129Sv/Pas, I’étude des variations des
concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral suite a
I’intégration des nouveaux neurones issus de la neurogenese hippocampique adulte dans le
GD a été limitée par le manque de sélectivité des effets du traitement chronique avec la
fluoxétine. Ainsi, la diminution des concentrations extracellulaires basales de glutamate que
nous avons mis en évidence pourrait s’expliquer par 1I’implication de la neurogenése stimulée
par le traitement chronique a la fluoxétine, mais elle pourrait également s’expliquer par
I’augmentation de la transmission sérotoninergique conduisant a la dépolarisation
d’interneurones médiée par des récepteurs 5-HT3 (Turner et al., 2004). Afin de confirmer

I’implication de la neurogenése hippocampique adulte sur les variations des concentrations
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extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral, nous avons par la suite réalisé

une expérience avec une approche pharmacologique afin de cibler ces nouveaux neurones.
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[II. Objectif 2 : L’augmentation de la transmission glutamatergique apres
diminution de I'activité électrique des jeunes neurones serait due a la

désinhibition d’interneurones GABAergiques

Afin de cibler les jeunes neurones possédant des récepteurs NMDA contenant la sous-unité
GIluN2B, nous avons administré localement le R025-6981 dans le GD ventral, chez des souris
ayant regu un traitement chronique avec la fluoxétine apres établissement du modele CORT.
L’expression de ces récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢ GluN2B étant importante chez
les jeunes neurones, I’antagonisme de ces récepteurs devrait diminuer 1’activité électrique
chez cette population neuronale et ainsi affecter I’effet comportemental qui leur est associé.
Dans cette hypothése, le Ro25-6981 bloquerait la sous-unité GIluN2B conduirait ainsi a une

perte de l’effet de type antidépresseur neurogenése-dépendant dans le NSF lors d’un
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traitement chronique avec la fluoxétine. De plus, notre hypothése était soutenue par le fait
que, dans un modéle génétique de souris n’exprimant plus la sous-unit¢é GIuN2B de fagon
spécifique dans les jeunes neurones, cet effet comportemental neurogenese-dépendant était
aboli (Tannenholz et al., 2016). Contrairement a ce que nous attendions, nous avons constaté
un effet de type antidépresseur de I’administration locale du Ro25-6981 dans le test du NSF,
indépendamment du traitement avec la fluoxétine. Ces différents résultats entre 1’approche
génétique et notre approche pharmacologique pourraient s’expliquer par I’antagonisme de la
sous-unité¢ GluN2B par la fluoxétine, démontré in vitro (Kiss et al., 2012). Cela expliquerait
qu’en D’absence de cette sous-unit¢ GluN2B chez les jeunes neurones par 1’approche
génétique, I’effet de type antidépresseur neurogenése-dépendant ne soit pas retrouvé. Dans
notre approche pharmacologique, la fluoxétine et le Ro25-6981 auraient donc bien le méme
effet d’antagonisme de la sous-unit¢é GluN2B conduisant a un effet de type antidépresseur.
L’injection bilatérale de Ro25-6981 évite une compensation de I’hippocampe controlatéral
qui pourrait avoir lieu lors d’une injection unilatérale (Durham et al., 2011). De plus, cette
approche pharmacologique d’administration locale de R025-6981 dans le GD ventral souligne
I’importance du GD dans les effets observés, mais nous ne pouvons pas affirmer que les effets
obtenus soient uniquement dus a I’antagonisme des récepteurs NMDA contenant la sous-unité
GIluN2B des jeunes neurones. D’une part, I’injection dans le GD ventral pourrait avoir
diffusée dans I’hippocampe voire en dehors de I’hippocampe et le Ro25-6981 ainsi cibler
d’autres types cellulaires, tels que les neurones pyramidaux exprimant ¢galement la sous-unité
GIluN2B (Kannangara et al., 2014; Kheirbek et al., 2012; Rauner & Kohr, 2011) ; d’autre part,
le Ro25-6981 pourrait cibler des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GIuN2B extra-
synaptiques (Groc et al., 2006; Tovar & Westbrook, 1999). L’antagonisme de I’ensemble de
ces récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢ GIuN2B dans I’ensemble des cellules
hippocampiques pourrait causer les effets observés du Ro25-6981. Ainsi, comme lors d’une
administration systémique (N. Li et al., 2010; N. Li et al., 2011; Talbot et al., 2016),
I’application locale de Ro25-6981 dans le GD ventral induit un effet de type antidépresseur.

Par ailleurs, et bien que ces résultats doivent encore étre confirmés avec le dosage des
derniers échantillons disponibles issus de la microdialyse, nous avons mis en évidence dans le
GD ventral une augmentation de la transmission glutamatergique apres administration
bilatérale intra-hippocampique de R025-6981 chez des souris ayant ou non re¢u un traitement
chronique avec la fluoxétine. Ainsi, bien que les récepteurs NMDA antagonisés ne soient pas

exclusivement ceux des jeunes neurones, il semblerait que I'inhibition de l'activité électrique
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des jeunes neurones augmente les concentrations extracellulaires de glutamate dans le GD
ventral. Il s’agit de I’effet inverse de ce qui avait été obtenu précédemment par 1'augmentation
de cette population neuronale avec le traitement chronique a la fluoxétine. Ici encore, il
semble que cette augmentation de la transmission glutamatergique ne refléte pas la libération
de glutamate par les jeunes neurones, qui en serait diminuée par 1’inhibition de leur activité
¢lectrique, et non pas augmentée, comme constatée. Ainsi, grace a 1’antagonisme des
récepteurs NMDA contenant la sous-unit¢ GIuN2B, ’activité électrique des jeunes neurones
serait inhibée : ils ne feraient plus intervenir les interneurones GABAergiques situés dans le
hile du GD, ce qui conduirait alors a la désinhibition des neurones matures glutamatergiques
(Figure 45). Concernant I’hypothése du lien direct, ces résultats ici ne semblent pas 1’étudier,
I’activité ¢électrique des jeunes neurones €tant inhibée, les jeunes neurones ne libéreraient plus

de glutamate vers les neurones matures.
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Dans cette expérience d'injection locale intra-hippocampique du Ro025-6981, nous avons

également constaté une tendance a une augmentation de la transmission GABAergique
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uniquement chez les animaux traités a la fluoxétine. L’observation de cet effet spécifiquement
chez le groupe traité avec la fluoxétine pourrait indiquer que cette augmentation de la
transmission GABAergique soit dépendante de I’augmentation du nombre de jeunes
neurones : cette augmentation permettrait ainsi une inhibition d’un nombre plus important de
jeunes neurones par l’administration locale de Ro025-6981 ; cette augmentation pourrait
¢galement étre liée a une augmentation du phénomene de décarboxylation du glutamate par la
GAD dans la synapse tripartite. Dans le contexte de I'hypothése du lien indirect entre les 2
populations des cellules granulaires, I’administration de R025-6981 devrait conduire a une
diminution de la transmission GABAergique. Nos résultats ne sont pas en accord avec cette
hypothése. L'origine de cette augmentation des concentrations extracellulaires de GABA
réside peut-étre dans une des limites de cette expérience par approche pharmacologique. Une
¢tude menée chez la souris indique qu’un traitement chronique avec la fluoxétine inhiberait la
libération de GABA des interneurones a cholécystokinine. Ceux-ci projetant sur des
interneurones a parvalbumine, ils seraient alors désinhibés (Medrihan et al., 2017). D’autre
part, une autre ¢étude d’électrophysiologie indique que I’application de Ro25-6981 sur des
tranches d’hippocampe de souris réduit 1’activité électrique des interneurones (Hanson et al.,
2013). Ces 2 études pourraient expliquer I’effet synergique de 1’administration locale intra-
hippocampique du Ro025-6981 et du traitement chronique avec la fluoxétine, sur la

transmission GABAergique dans le GD ventral.

Ainsi, I’utilisation de la technique de microdialyse avec un temps de collecte de plusieurs
minutes limite a nouveau l’interprétation de ces résultats préliminaires et notamment de
I’ensemble des cellules impliquées. Cette expérience d’injection locale est également limitée
dans la sélectivité des cellules situées a proximité du site d’injection qui exprimeraient la
sous-unité GluN2B ; les effets observés pourraient donc refléter ceux de 1’antagonisme de
plusieurs types cellulaires ou encore ceux de 1’antagonisme de récepteurs NMDA contenant la
sous-unit¢ GluN2B extra- synaptiques. Enfin, les doses utilisées de fluoxétine et de Ro25-
6981 n’ont pas révélé un effet additif ou synergique : il n’est pas a exclure que des doses plus

faibles auraient pu permettre 1’observation de tels effets.
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IV. Objectif 3 : L'augmentation de la transmission GABAergique apres la
stimulation des jeunes neurones confirme I'implication d’interneurones

GABAergiques

Enfin, au vu des limites de sélectivit¢ de I’approche pharmacologique, nous avons utilisé
une approche optogénétique apres un traitement chronique avec la fluoxétine, afin d’évaluer
I’implication sélective des jeunes neurones dans les variations neurochimiques dans le GD
ventral. Bien que nous n’avons pas pu observer un effet de type antidépresseur de la
stimulation des jeunes neurones ni du traitement chronique avec la fluoxétine dans cette
expérience, ce travail a mis en évidence que la stimulation des jeunes neurones augmente la
transmission GABAergique dans le GD ventral, sans effet sur la transmission glutamatergique
(Figure 46). Tout comme lors des résultats obtenus dans 1’objectif 1 (voir paragraphe II), une
augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD ventral apres
stimulation optogénétique des jeunes neurones est en accord avec 1’hypothése d’un lien
indirect entre jeunes neurones et neurones matures. En effet, la stimulation des jeunes
neurones apres le traitement chronique avec la fluoxétine pourrait dans ce cas conduire a la
libération plus importante du GABA. Cette augmentation des concentrations extracellulaires
de GABA pourrait indiquer une inhibition plus importante des neurones matures, qui devrait
alors se refléter par une diminution de la transmission glutamatergique dans le GD ventral.
Une telle diminution n’a pas été constatée. Cela est peut-étre di a la libération augmentée de
glutamate suite a la stimulation des jeunes neurones. Le lien direct entre les jeunes neurones
et les neurones matures pourrait également expliquer cela ; en effet, la stimulation des jeunes
neurones engendrerait une libération importante de glutamate, favorisant ainsi 1’excitation des
neurones matures via les récepteurs NMDA. L’excitation des neurones matures pourrait alors
contrebalancer I’inhibition plus importante de ces neurones. Ce contre balancement de 1’effet
sur les neurones matures pourrait alors expliquer I’absence d’un effet de type antidépresseur
par la stimulation des jeunes neurones. En conclusion, cette expérience d’optogénétique serait
a la fois en accord avec I’existence des liens direct et indirect entre les jeunes neurones et les

neurones matures.

Dans cette expérience d’optogénétique, la stimulation des jeunes neurones a été réalisée
avec des parameétres destinés a reproduire la fréquence de décharge électrique des cellules
granulaires ; cependant, il s’agit d’une stimulation synchrone de I’ensemble des jeunes

neurones exposés a la lumiére par les optrodes. Ces limites techniques de la stimulation
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optogénétique la différencient certainement des conditions physiologiques. De plus, les
conséquences neurochimiques de la stimulation des jeunes neurones n’ont pas été a 1’origine
d’effets comportementaux dans le NSF ou dans I’OF, tout comme le traitement chronique
avec la fluoxétine. Afin d’étudier ces effets comportementaux, nous avons réalis¢ une
nouvelle expérience d’optogénétique en utilisant cette fois-ci le modele CORT. Cette étude a
été limitée par la mortalité trés importante des animaux ainsi que par la difficulté a récupérer

de I’anesthésie et de la chirurgie chez la souche de souris 129SV/BL6 dans ce modéle CORT.
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Conclusions

Tableau 6 — Récapitulatif des résultats neurochimiques obtenus

Modéle
Expériences réalisées [S-HT]ext [Glu]ext | [GABA]ext
animal
Traitement chronique fluoxétine Naif ) ! %)
Administration intra-hippocampique Modele Non- N o
R025-6981 CORT inclus
Stimulation optogénétique
‘ Naif 0 0 7
des jeunes neurones
Inhibition optogénétique Modele Non- Non- Non-
des jeunes neurones CORT inclus inclus inclus

Ainsi, de nombreuses études ont révélé la connectivité des jeunes neurones issus de la
neurogenese adulte hippocampique avec des interneurones GABAergiques du hile du GD. La
récente étude publiée par Luna et al. (2019) est la premiére a décrire un lien direct
bidirectionnel entre les jeunes neurones et les neurones matures. Elle conteste 1’existence d’un
lien indirect entre les jeunes neurones et les neurones matures (Luna et al., 2019). Ce lien
indirect ne semble pas se retrouver par une approche électrophysiologique, qui permet 1’étude
des conséquences immédiates (dans la seconde suivante) de la stimulation des jeunes
neurones. Durant cette thése, nous nous sommes intéressés aux variations de
neurotransmissions sur des dialysats recueillis toutes les 15 minutes. Cette durée plus
importante pourrait permettre 1’implication de la neurotransmission GABAergique. De plus,
les conditions expérimentales ne sont pas les mémes que celles de Luna et al. (2019). Dans
nos expériences, nous nous sommes intéressés a l’effet du traitement chronique avec la
fluoxétine ; tandis que dans 1’étude de Luna, il n’y a pas de traitement avec un antidépresseur.
Ce traitement chronique avec la fluoxétine pourrait engendrer une réorganisation de la
connectivité des jeunes neurones, comme cela est le cas lors d’un environnement enrichi
(Bergami et al., 2015). Nos résultats (Tableau 6) semblent confirmer I’implication
d’interneurones GABAergiques situés dans le hile du GD aprés un traitement chronique avec
la fluoxétine. Les jeunes neurones dans le GD issus de la neurogenese adulte hippocampique,
dont les différentes étapes sont stimulées avec la fluoxétine, semblent donc capables

d’influencer D’activité globale du GD, bien qu’ils ne constituent qu’une petite population
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neuronale du GD. Cela serait en grande partie lié aux interneurones GABAergiques situés
dans le hile du GD et projetant vers les neurones matures du GD. Concernant le lien direct,
nos expériences suggerent qu’il s’agit d’un lien potentiel entre ces 2 populations neuronales,
privilégié ou non selon nos conditions expérimentales. Lors de I’expérience de stimulation
optogénétique des jeunes neurones, les 2 hypothéses du lien indirect et du lien direct semblent

bien étre complémentaires.

En conclusion, bien qu’il s’agisse d’une faible population de cellules, les nouveaux
neurones dans le DG issus de la neurogenése hippocampique adulte modifient les
neurotransmissions glutamatergiques et GABAergiques dans le GD ventral. L’utilisation de la
microdialyse couplée a I’optogénétique confirme que I’activité électrique des jeunes neurones
est a 'origine d’un effet neurochimique dans le GD ventral, et qu’il s’agit bien d’un effet

propre a ces jeunes neurones.
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Perspectives

Ces travaux ont mis en évidence une diminution des concentrations extracellulaires de
glutamate dans le GD de I’hippocampe suite au traitement chronique avec un ISRS, la
fluoxétine. Par la suite, les travaux d’inhibition de I’activité électrique des jeunes neurones par
une approche pharmacologique ont montré une augmentation de ces concentrations
extracellulaires de glutamate dans le GD de I’hippocampe. Ces résultats supposent que les
jeunes neurones influencent ’activité globale du GD en modifiant I’activité électrique des
neurones matures, par l’intervention d’interneurones GABAergiques hilaires. Enfin, les
expériences de stimulation optogénétique ont confirmé cette hypothése en révélant une

augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD de I’hippocampe.

Il serait intéressant de poursuivre ces travaux, tout d’abord en vérifiant si cette
augmentation de la transmission GABAergique dans le GD suite a la stimulation
optogénétique des jeunes neurones s’accompagne bien d’effets comportementaux de type
antidépresseur neurogenese-dépendant. I faudrait ainsi réaliser les mémes expériences
d’optogénétique couplés a la microdialyse lors de plusieurs tests comportementaux
neurogenese-dépendant ou —indépendant dans le modele CORT. A I’inverse, la réalisation de
ces expériences en inhibant les jeunes neurones permettrait de confirmer ces résultats. Cela
est d'autant plus prometteur puisque l'utilisation de la technique de chimiogénétique (plus
précisément DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs,
récepteur activé uniquement par un ligand synthétique)) montre des résultats dans des tests
neurogeneése-indépendant. L'inhibition de l'activité électrique des jeunes neurones, aprés un
traitement chronique avec la fluoxétine ou non, entraine une augmentation du temps
d'immobilité dans le TST et une diminution de la distance parcourue dans le centre de I'OF.
Au contraire, la stimulation des jeunes neurones par chimiogénétique, sans traitement avec la
fluoxétine, entraine une diminution du temps d'immobilité¢ dans le TST et une augmentation

de la distance parcourue dans le centre de 'OF (Tunc-Ozcan et al., 2019).
Enfin, de nouvelles expérimentations pourraient étre mises en place :

+ La potentialisation de la transmission GABAergique par I’administration locale intra-
hippocampique d’un  modulateur allostérique positif des interneurones
GABAergiques (diazépam). En effet nos données soulignent le role de la transmission
GABAergique dans I’activité des jeunes neurones du GD. En revanche, la stimulation

optogénétique est synchrone et ubiquitaire ce qui la différencie certainement des
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conditions physiologiques. Ainsi, le fait de potentialiser localement la transmission
GABAergique en administrant le diazépam n’affectera pas aussi drastiquement
I’activité des jeunes neurones que la stimulation optogénétique. Nous espérons donc
ainsi corréler la potentialisation de ’effet comportemental de la fluoxétine dans le
NSF avec les effets sur les transmissions GABAergique et glutamatergique
hippocampiques.

L’inhibition optogénétique des interneurones GABAergiques du hile du GD, qui
devrait empécher les effets de type antidépresseur neurogenese-dépendant ?
Confirmer la présence ou I’absence de lien entre les jeunes neurones et les neurones
matures en détruisant les jeunes neurones aux rayons X ou en utilisant des souris
génétiquement modifiées GFAP-TK (Saxe et al., 2006).

La mesure des variations de neurotransmissions dans le subiculum, la région de
projection des cellules pyramidales de 1’aire CA1, apres la stimulation ou I’inhibition

optogénétique des jeunes neurones.
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