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INTRODUCTION






I. Les périodes critiques de plasticité

a. Les périodes critiques au cours du développement

Des polyglottes aux virtuoses, les performances humaines découlent de la qualité de la mise en
place des circuits neuronaux au cours de 1’expérience précoce. Ainsi, bien que I’apprentissage
soit possible tout au long de la vie, il est facilité au cours de fenétres temporelles de plasticité
appelées périodes critiques (CP). Les CP impliquent un remodelage de la connectivité
neuronale et sont cruciales pour l'adaptation optimale du cerveau a son environnement. Ces CP
sont uniques et par conséquent, ne se reproduiront pas a un stade ultérieur. Si un organisme
n'est pas exposé au stimulus approprié pendant une CP, il peut étre difficile, voire impossible,
de développer par la suite certaines fonctions associées. Les CP sont asynchrones. Celles des
aires primaires sensorielles telles que les aires olfactives, auditives ou visuelles sont plus
précoces que celles des aires motrices ou cognitives (Figure 1) (Hensch and Bilimoria, 2012).
Bien que de plus en plus étudiées chez I’humain, les CP contrélant des modalités sensorielles

primaires chez les animaux sont les mieux comprises.

>

Plasticity

................ >
10 14 18 20 24 28 Age (postnatal days)

Somatosensory-Auditory-Insula-Amygdala-Visual-Other higher associational

E B PV cell maturation

Figure 1. Séquence des périodes critiques dans le cerveau de souris

Les fenétres temporelles du pic de plasticité dans le cortex somatosensoriel, le cortex auditif
primaire (Al), le cortex insulaire, I'amygdale, le cortex visuel primaire (V1) et les zones
cognitives supérieures sont gouvernées par la maturation respective des circuits a
parvalbumine. (Adapté de (Reh et al., 2020a)).

b. Modeles de plasticité

i.  La vision binoculaire
Les CP ont été observées dans divers systemes et chez plusieurs especes (Hensch, 2004). Mais
depuis les travaux pionniers de Hubel et Wiesel il y a 50 ans, chez le chat, la CP a été

principalement étudiée dans le V1 binoculaire. Hubel et Wiesel ont montré que les entrées des



deux yeux sont en concurrences lorsqu'elles convergent pour la premicre fois vers des neurones
individuels dans la zone binoculaire du V1 (Wiesel and Hubel, 1963). Des entrées inégales
provenant des deux yeux au début de la vie perturbent I'organisation binoculaire typique des
afférences thalamo-corticales et produisent un déficit permanent de l'acuité visuelle, appelé
amblyopie touchant 2 a 5% de la population humaine (Lewis and Maurer, 2009). Chez le
rongeur, la dominance oculaire présente un biais typique vers I'eeil controlatéral. Pendant la CP,
la privation monoculaire n’affecte pas 1’ceil en lui-méme, ni le corps géniculé latéral (LGN)
mais modifie les afférences dans la couche IV du V1 avec diminution du nombre d’afférences
venues du LGN correspondant a I’ceil fermé, au profit de celles correspondant a 1’ceil resté

ouvert.

Contra

Ipsi

!

/ . .
Binocular| Y, Monocular
region

response

i
/ | o 1o
Binocular| \, Monocular
\ region region| \ region\
\ '

juvenile juvenile  adult
no MD MD MD

Ipsi Contra Ipsi Contra

Figure 2. Périodes critiques de dominance oculaire

Pendant la CP, l'arborescence des neurones peut étre fortement modifiée pour altérer la
connectivité. Chez la souris, les afférences thalamiques (ALGN) de 1’ceil ipsilatéral (en rouge)
et de I’ceil controlatéral (en bleu) sont en compétition dans la région binoculaire du V1.La MD
d’une souris juvénile diminue les afférences de I’ceil controlatéral et ainsi la réponse associée
dans le V1. Aucune modification de réponse n’est observée apres une MD chez 1’adulte.
(Extrait de (Di Nardo et al., 2018).

La dominance oculaire se déplace alors vers I'eeil ipsilatéral resté ouvert (Figure 2) (Wiesel and
Hubel, 1963; LeVay et al., 1978). Chez les rongeurs, en réalisant des occlusions monoculaires

(MD) a différents ages, il a été établi que la CP pour la vision binoculaire débute au 20 jour



postnatal (P20) soit 6 jours apres l'ouverture des yeux, atteint un pic de plasticité a P30 et décline
rapidement apres P40 (Fagiolini et al., 1994; Gordon and Stryker, 1996). Avant et apres cette

CP, la réponse a la privation monoculaire est tres limitée.

ii.  La carte glomérulaire
La plupart des systemes sensoriels présentent des CP dépendantes de 1’expérience sensorielle.
En revanche, le systeme olfactif conserve des niveaux élevés de plasticité tout au long de la vie,
probablement en raison de la neurogenese continue des neurones sensoriels dans 1’épithélium
nasal et des interneurones inhibiteurs dans le bulbe olfactif (OB). Dans ce systeme, les preuves
de l'existence de CP sont alors mitigées. Bien que I'identité des récepteurs olfactifs (OR) soit a
I’origine de la formation des cartes glomérulaires, il a été proposé qu’une CP non
conventionnelle indépendante de I’expérience sensorielle serait également impliquée (Ma et al.,
2014; Tsai and Barnea, 2014). L’activité neuronale ne semble pas jouer un rdle prépondérant a
I’inverse de I’expression des OR. Les neurones sensoriels olfactifs (OSN) exprimant un méme
OR particulier se reconnaissent (attraction homotypique) et forment des faisceaux axonaux
communs qui convergent vers les mémes glomérules au niveau du bulbe olfactif (Vassalli et
al., 2002; Nguyen et al., 2007). Cependant, les mécanismes présidant a cette convergence
restent encore mal compris, il pourrait s’agir d’interactions directement médiées par 1’axone
lui-méme (Barnea et al., 2004) ou par 1'une des molécules d'adhésion cellulaire impliquées dans

le guidage des axones des OSN (Mori and Sakano, 2011).

c. Mécanismes cellulaires et moléculaires de la plasticité corticale

La balance excitation-inhibition détermine le codage neuronal des CP sensorielles. Cette
balance est ajustée dynamiquement par les circuits des couches corticales ou les connexions
inhibitrices se développent plus tardivement que les excitatrices (Turrigiano and Nelson, 2004).
C’est la maturation des circuits inhibiteurs locaux qui est responsable de I’ouverture et de la
fermeture des CP (Figure 1) (Fagiolini and Hensch, 2000; Hensch, 2005).

Des genes distincts codent les deux isoformes de 1'enzyme de synthése du GABA, l'acide
glutamique décarboxylase (GAD) (Soghomonian and Martin, 1998). Responsable de 90% de
la synthése de GABA, GADG67 est localisée dans les somas et les dendrites des cellules. Les
souris knock-out pour GAD67 meurent a la naissance. A 1’inverse, GAD65 est ancrée aux
vésicules synaptiques et peut-€tre recrutée lorsqu’une synthése supplémentaire de GABA est

nécessaire. Pendant une activité neuronale intense, GAD6S5 permet de répondre a des



changements rapides de la demande synaptique. Ainsi, les souris knock-out pour GAD65 sont-
elles viables et présentent des concentrations de GABA ainsi qu’une dominance oculaire
normales. En revanche, dans ces souris, une privation monoculaire pendant la CP n’a pas
d’effet. Cependant, 1’utilisation de diazépam qui active les récepteurs inhibiteurs GABA,,
rétablit I’inhibition et restaure la plasticité (Hensch et al., 1998). D’ailleurs, il est remarquable
de constater que la restauration de la plasticité est possible a tout age chez les souris Knock-out
GADGS5, soulignant I’importance du niveau appropri€ de la transmission inhibitrice dans la CP

du V1.
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Figure 3. La CP est dictée par la fonction du GABA

La CP peut étre avancée en augmentant la transmission du GABA (fleche verte) ou retardée en
réduisant son fonctionnement (fleche rouge). (Adapté de (Hensch, 2005)).

L’environnement extracellulaire peut réguler la temporalité de la CP. Par exemple, l'acide alpha
2 8-polysialique (PSA) lié a la molécule d'adhésion des cellules neurales (PSA-NCAM)
empéche la maturation prématurée du circuit inhibiteur. L'expression de PSA dans le V1 de la
souris diminue peu apres l'ouverture des yeux. La disparition prématurée de PSA favorise la
maturation des interneurones GABAergiques et déclenche une CP précoce de la dominance
oculaire (Di Cristo et al., 2007).

Similairement, le début de la CP peut étre accéléré par le diazépam, un agoniste GABAergique
(Fagiolini and Hensch, 2000; Iwai et al., 2003) ou la surexpression du facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (BDNF) (Castrén et al., 1992; Huang et al., 1999) qui renforce
prématurément 1’inhibition quand 1’animal ouvre les yeux. L’activité neuronale est étroitement
liée au niveau d’expression du BDNF. Le BDNF active son récepteur TrkB et contribue a la
maturation du circuit inhibiteur (Huang et al., 1999). Ainsi, 1’élevage d’animaux sans

expérience visuelle depuis la naissance réduit les niveaux d’expressions de BNDF (Castrén et



al., 1992) et la transmission médiée par le GABA dans le V1 (Chen et al., 2001; Morales et al.,
2002), retardant alors le pic de plasticité (Figure 3). Cependant, chez de tels animaux,
I’utilisation de diazépam, la surexpression ou la sécrétion de BDNF grace a I'utilisation de
milieux enrichis améliorant les conditions d’élevage, restaurent une cinétique normale de la CP.
Ainsi, I’inhibition GABAergique est-elle suffisante pour déclencher I’ouverture puis la
fermeture de la CP méme en 1’absence totale de stimulation visuelle.

De multiples facteurs de signalisation ayant des origines neuronales, gliales ou extracorticales
sont aussi impliqués dans le déclenchement et la fermeture de la CP. Ils participent a la
maturation des interneurones GABAergiques a parvalbumine (PV), consolidant ainsi les
circuits neuronaux (Gibel-Russo et al., 2022). Les interneurones GABAergiques constituent
20% des neurones corticaux. Cependant ils présentent une forte diversité¢ au niveau de leur
morphologie, de leur localisation, de leurs propriétés physiologiques et dans I’expression de
certains genes. On distingue trois grandes classes d’interneurones corticaux : les PV, les

somatostatines (SOM) et ceux a récepteurs sérotoninergiques (Figure 4).
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Figure 4. Diversité des neurones GABAergiques dans le néocortex

Schémas décrivant les principales classes d'interneurones corticaux dans le néocortex chez la
souris. Les interneurones peuvent étre organisés en trois grandes classes basées sur l'expression
de PV, SST, et du récepteur sérotoninergiques 3A (Htr3a). Une petite fraction des cellules en
panier PV exprime également la SST. (Extrait de (Lim et al., 2018)).

La plus grande classe d’interneurones corticaux est caractérisée par 1’expression de PV, une
protéine impliquée dans la signalisation calcique et structurellement proche de la calmoduline

et de la troponine C, deux protéines qui, comme PV, fixent le calcium. Les cellules PV se



partagent en trois sous-classes principales ; les cellules en panier qui innervent le corps
cellulaire et les dendrites proximales des neurones pyramidaux, les cellules en chandelier qui
innervent le segment initial de I’axone des neurones pyramidaux et les interneurones
translaminaires qui ciblent les neurones pyramidaux sur plusieurs couches corticales. Ces trois
types de cellules PV se différencient aussi par leurs propriétés anatomiques, biophysiques et

synaptiques (Tremblay et al., 2016; Lim et al., 2018).
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Figure 5. Localisation des neurones dans les couches du cortex

Diversité des interneurones et organisation du V1 en six couches (notées de 1 a 6). Les cellules
PV sont des interneurones en paniers (Basket cell, en bleu) présents majoritairement dans la
couche IV du V1. Leurs synapses sur le soma des cellules pyramidales, impliquent les
récepteurs somatiques GABA, contenant la sous-unité al. Elles participent a la régulation de
la plasticité associée a la CP. (Adapté de (Marin, 2012)).

Présentes dans les couches II a VI et enrichies dans les couches IV et V, les cellules PV en
panier forment un réseau richement interconnecté, étendent l'inhibition latérale aux cellules
pyramidales voisines, influencent le déclenchement des potentiels d'action et orchestrent des
oscillations rythmiques (Figure 5) (Bartos et al., 2007; Sohal et al., 2009; Packer and Yuste,
2011; Hu et al., 2014b). Elles émettent des potentiels d’action a des vitesses €levées en partie
grace a des canaux potassiques de la sous-famille Kv3 (Hensch, 2005). La perturbation ciblée
du géne Kv3.1, réduit I’activité de décharge rapide des cellules PV entrainant, comme le knock-
out de GADG6S, une altération de la plasticit¢ de la dominance oculaire (Hensch, 2005).
L’inhibition des cellules pyramidales par les cellules PV implique les récepteurs somatiques

GABA4 contenant la sous-unité al (Figure 5) (Fagiolini et al., 2004).



Contrairement aux cellules pyramidales excitatrices d’origine ventriculaire du télencéphale
dorsal, les interneurones sont générés dans les éminences ganglionnaires du télencéphale
ventral et leur migration se poursuit pendant plusieurs mois apres la naissance dans le cerveau
humain (Paredes et al., 2016). De ce fait, la formation des circuits inhibiteurs est généralement
plus lente que celle des cellules pyramidales (Lodato et al., 2011). Cependant, une fois matures,
les cellules inhibitrices, a décharge rapide, sont les premieres a répondre a la privation
sensorielle (Yazaki-Sugiyama et al., 2009; Aton et al., 2013; Kuhlman et al., 2013). La
maturation et le maintien des cellules PV sont extrémement sensibles a 1'expérience et a
I’environnement moléculaire de la cellule (Takesian and Hensch, 2013). La maturation
asynchrone des cellules PV entre les régions du cortex contribue au déroulement séquentiel des
CP (del Rio et al., 1994). Sans expérience, le nombre et la force des synapses PV sur les cellules
pyramidales sont réduits, les propriétés de la membrane des cellules PV restent immatures et la
structuration de sa matrice extracellulaire en filet périneuronal ou perineuronal net (PNN) est

retardée (Chattopadhyaya et al., 2004; Katagiri et al., 2007; Ye and Miao, 2013).

Il est essentiel de comprendre que la balance entre excitation et inhibition (E/I balance) atteinte
a la fin de la CP par la maturation des systémes inhibiteurs est nécessaire au maintien de 1'état
non plastique du cerveau adulte. L’inhibition restreint la plasticité chez l'adulte, comme le
démontre 1’augmentation de plasticité qui suit une diminution du niveau de GABA (Harauzov
et al., 2010). La maturation des cellules PV dépend de I’environnement, comme cela a été
discuté, mais aussi de programmes de maturation intrinseques. Ainsi, la transplantation
d’interneurones immatures dans le V1 adulte, rouvre la CP. Cette nouvelle CP émerge lorsque
les cellules transplantées atteignent un age qui correspond a celui de 'ouverture de la plasticité

de la CP dans le systeme visuel du donneur (Southwell et al., 2010; Tang et al., 2014).

II. Les réseaux périneuronaux

La matrice extracellulaire (ECM) est un assemblage complexe de macromolécules, dont de
divers protéoglycanes et de 1’acide hyaluronique, qui remplit I'espace extracellulaire de tous les
tissus et organes. L’ECM représente 10 a 20 % du volume du cerveau et joue un réle important
dans le développement, la plasticité et la pathophysiologie de cet organe (Cragg, 1979). LECM
est dynamique, réorganisée par la biosynthese de ses composants et leur dégradation par
diverses protéases et glycanases. Il existe trois organisations principales de cette matrice : en

feuillets avec un role de frontiere entre les cellules endothéliales et le parenchyme cérébral (par



exemple celle des méninges), diffuse au sein du parenchyme et formant la matrice interstitielle

neurale, enfin condensée en PNN enrichis en glycosaminoglycanes (GAG) (Lau et al., 2013).

a. Découverte des PNN

Les PNN ont été décrits pour la premiere fois par Camille Golgi en 1893, puis par Ramén y
Cajal en 1897 (Figure 6). La description historique des PNN est qu'il s'agit d'une « couverture
finement réticulaire »* « d'un aspect finement granuleux » * qui adhere intimement a la surface
du corps cellulaire et des dendrites proximales, a I’exclusion du segment initial de 1’axone de

certains neurones du cerveau adulte.

« “...un sottile rivestimento, ..., avente forma, reticolare o di strato continuo, ... interessante
non soltanto i corpi cellulari, ma anche i loro prolungamenti, ...”

Camillo Golgi, 1893
»“de aspecto finamente granuloso con los mas resolventes objectivos...”

Ramoén y Cajal, 1897

Figure 6. Dessin de réseaux périneuronaux observés sur différents types neuronaux

(A) Cellule nerveuse de la corne antérieure de moelle épiniere de chat (Golgi, 1893). (B)
Neurone de cortex de chat adulte (Ramoén y Cajal, 1897).

Les PNN se présentent sous la forme d'un nid d'abeille ou d'une maille qui délimite de petits
compartiments alvéolaires polygonaux (Golgi, 1893, 1898; Lugaro, 1895; Ramén y Cajal,
1897). Ainsi, ils ont été interprétés comme des espaces a travers lesquels les terminaisons
nerveuses contactent la surface des cellules nerveuses (Lugaro, 1895; Held, 1902). Observés

autour des interneurones et moins fréquemment autour des cellules pyramidales dans
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I’ensemble du CNS (van ’t Spijker and Kwok, 2017), ils ont été identifiés dans de nombreux
organismes, tels que la souris, le rat, I'opossum, le singe et I'humain (Sonntag et al., 2015). De
nombreux anticorps ont été développés afin de détecter le cceur protéique ou les sucres
complexes des PNN. Aujourd’hui, la technique histologique la plus courante pour les identifier
est l'utilisation de la lectine agglutinine de Wisteria floribunda (WFA) qui reconnait la N-

acétylgalactosamine des chaines de sucre présentes dans la grande majorité (~80%) des PNN.

b. Structure des glycosaminoglycanes

Les polysaccharides complexes sont les principaux constituants de la matrice extracellulaire

eucaryote et plus généralement, de I'environnement extracellulaire.

Hyaluronan (HA) Heparan sulfate (HS)
\5\ CH2zOH cH0@)
HNAC Q
GIcA GlIcNAc GlcA GlIcNAc
Chondroitin sulfate (CS) Dermatan sulfate (DS)
cH0Q) cH0@)
(PN N
o)
HNAc HNAc
GlcA GalNAc IdoA GalNAc

Figure 7. Unités disaccharides typiques des chaines de GAG du systeme nerveux

Le HA est un polymere linéaire comprenant des résidus de GIcA et de GIcNAc. Les chaines
d'HS sont similaires a celles du HA mais peuvent étre sulfatés. Les chaines de CS sont sulfatées
et constituées de résidus de GIcA et de GalNAc. Le DS est un stéréoisomere du CS comprenant
de I’'ldoA au lieu de GIcA. (Adapté de (Mikami and Kitagawa, 2013).

Les GAG constituent une classe majeure de polysaccharides complexes extracellulaires. Ce
sont des polymeres acides linéaires, chargés négativement, composés de plusieurs dizaines ou
centaines de répétitions d’unités disaccharidiques diversement sulfatées. Ces complexes ont un
poids moléculaire de quelques kDa a plusieurs dizaines de milliers de kDa. Les disaccharides

sont formés par liaisons glycosidiques entre un sucre aminé et un acide uronique. Les sucres
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aminés qui composent les GAG sont le N-acétylglucosamine (GIcNAc) ou N-
acétylgalactosamine (GalNAc) liés a un deuxieme ose: 1’acide glucuronique (GlcA),
iduronique (IdoA) ou le galactose (Gal). La nature du motif répété détermine la nature du GAG.
Ainsi, il existe quatre types de GAG : hyaluronane (HA), chondroitine sulfate (CS)/dermatane
sulfate (DS), héparane sulfate (HS) et kératane sulfate (KS) (Figure 7). Le CS et I’'HS sont les
principaux composants de 'ECM dans le CNS. La steechiométrie CS:HS est généralement 9:1,
mais seulement 7:3 au sein des PNN (Deepa et al., 2006).

Le HA est le seul GAG exempt de sulfate et libre d’attachement a un groupement protéique
(Toole, 2000). I1 est composé de centaines de répétitions de GlcA et GIcNAc liés par une liaison
glycosidique (1—3) (Meyer 1951). Il est essentiel a la formation des PNN comme le démontre
leur destruction par traitement a la hyaluronidase (Koppe et al., 1997).

A P'inverse du HA, les autres GAG sont sulfatés et peuvent étre attachés A un cceur protéique.
C’est le cas de I'HS de méme composition que le HA mais dont les résidus GIcA et GlcNAc
sont liés par une liaison osidique (1—4). Le CS et le DS assemblés par une liaison glycosidique
(1—-3) sont composés de répétitions de GIcA et GalNAc pour le CS et IdoA et GalNAc pour le

DS. Enfin, le KS est structuré par un Gal 1ié au GlcNAc par une liaison osidique (1—4).

c. Organisation en protéoglycanes

La liaison des GAG (a I’exception du HA) a un cceur protéique forme un complexe appelé
protéoglycane (PG). On parlera de Chondroitine Sulfate Proteoglycan (CSPG) et, par la méme
logique, de DSPG, KSPG et HSPG. Les fonctions biologiques des PG dépendent a la fois de la
protéine centrale, de la longueur, du nombre et de la composition des chaines de GAG (Margolis
and Margolis, 1989; Bandtlow and Zimmermann, 2000). Plus de 30 protéines centrales de PG
ont été isolées jusqu'a présent, avec des tailles allant de 10 kDa a 500 kDa (Silbert and
Sugumaran, 2002). Dans le CNS, les CSPG représentent le groupe le plus abondant. Les
principaux CSPG sont les protéines de la famille lecticane (Figure 8). Ayant une origine
neuronale ou gliale (Asher et al., 2000, 2002; Bandtlow and Zimmermann, 2000), la famille
des lecticanes est composée des neurocans, brevicans, aggrecans et versicans (Figure 8)
(Margolis et al., 1996), également appelées hyalectanes pour leur interaction avec le HA et les
lectines. Nécessaire a la formation des PNN, 1’aggrecan (Giamanco et al., 2010; Kwok et al.,
2010) est présent sur presque tous les neurones entourés de PNN, tandis que les autres lecticanes
ne sont présents que dans des sous-populations de neurones entourés de PNN (Galtrey et al.,

2008). Les membres de la famille des lecticanes différent par le nombre des chaines latérales
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de GAG attachées a la protéine centrale et par la protéine centrale elle-méme. En position N-
terminale des lecticanes, deux domaines globulaires G1 et G2 interagissent avec le HA via des
protéines de la famille des Hapln (Figure 8). Le domaine globulaire G3, en position C-
terminale, est lui-méme divisible en 3 différents domaines : EGF, lectine et CRP-like
(Yamaguchi, 2000). Le domaine lectine permet une interaction de forte affinité avec différentes
protéines de la MEC, notamment avec le domaine fibronectine de type III des ténascines (Rauch

et al., 1997; Day et al., 2004).
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Figure 8. Complexité et variabilité de la famille des lecticanes

Représentation des différentes lecticanes : aggrecan, versican, brevican et neurocan. Les
lecticanes s’attachent au HA qui est synthétisé€ par I’hyaluronane synthase (HAS). Les domaines
globulaires G1 et G2 interagissent avec le HA via des protéines de la famille des Hapln. Tandis
que I’aggrecan lie des centaines de chaines de CS, le neurocan ou le brevican n’en lient qu’une
dizaine. Tous les PG different par leurs chaines latérales, leurs longueurs et leurs schémas de
sulfatation des GAG, ce qui ajoute ainsi a leur complexité. (Adapté de (Walimbe and Panitch,
2020)).

La famille des ténascines comprend quatre membres (Degen et al., 2021). Dans le CNS, les
formes majoritaires sont la ténascine-C (TN-C) et la ténascine-R (TN-R) exprimées par les
neurones et la glie. La TN-C est un trimere qui s'assemble en paires et peut lier six domaines
G3 du cceur protéique en méme temps. Quant a la TN-R, elle effectue seulement trois liaisons
simultanées a G3 mais ces liaisons sont cependant plus affines que celles de la TN-C. La
diversité des ténascines est amplifiée par les épissages alternatifs et 1’action des

métalloprotéinases. La TN-R est nécessaire a la condensation de la matrice extracellulaire en
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PNN et, de ce fait, les souris knock-out pour la Tnr présentent une faible condensation des PNN

(Briickner et al., 2000).

La famille des Hapln possede également quatre membres. Ces protéines de liaison se lient au
HA (Figure 8) (Spicer et al., 2003). Au sein du CNS, on trouve Haplnl, Hapln2 et Hapln4. Les
formes Hapln1 et Hapln4 sont présentes dans les PNN et sont synthétisées par ces neurones. En
revanche, Hapln2 est plus communément retrouvée au niveau des nceuds de Ranvier (Oohashi

et al., 2015).

Outre les lecticanes, d'autres CSPG jouent un role important dans les fonctions physiologiques
du CNS. Le neuron-glial antigen 2 (NG2) exprimé par la microglie, les macrophages activés
et les cellules précurseurs des oligodendrocytes est une molécule transmembranaire exprimée
a la surface des cellules (Berry et al.; Dou and Levine, 1994; Jones et al.,, 2002). Le
phosphacane/RPTP(3 exprimé par les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes est un
récepteur phosphatase transmembranaire qui, une fois clivé, est libéré dans I'ECM. 11 contient
des chaines latérales CS et/ou KS (Margolis et al., 1996; Hoshino et al., 2014). La décorine,
exprimée par les neurones et les astrocytes, est un petit protéoglycane riche en leucine, qui porte

a la fois des chaines DS et CS (Hocking et al., 1998; Davies et al., 2004; Minor et al., 2008).

d. Biosynthesge des glycosaminoglycanes

La biosynthese des sucres complexes est un processus dynamique régulé enzymatiquement
permettant I'hétérogénéité structurelle de ces molécules (Prydz and Dalen, 2000). L’assemblage
des chaines de GAG commence dans le réticulum endoplasmique et se termine dans 1’appareil
de Golgi. Il est initié par la syntheése d’un tétrasaccharide Xylose-Galactose-Galactose-
Glucuronate appelé région de liaison GAG-protéine, commun aux chaines HS et CS, et 1ié de
maniere covalente a des résidus sérine spécifiques dans différentes protéines centrales (Figure
9) (Sugahara et al., 2003). Apres cette premicre étape, les unités monosaccharidiques Gal,
GIcA, GIcNAc et GalNACc sont transférées des précurseurs de nucléotides de sucre (UDP-Gal,
UDP-GlIcA, UDP-GlcNAc et UDP-GalNAc) a la région de liaison conduisant a 1'allongement
de la chaine. La distinction entre le CS et le HS se réalise des le premier ose transféré sur le
tétrasaccharide commun (Figure 9). Si I’élongation est initiée par le transfert d’un GalNAc (par
la GalNACT-I) il y a formation de CS, et si elle I’est par le transfert d’un GIcNAc (par le
GIcNACT-]) le GAG formé est un HS (Silbert and Sugumaran, 2002). Par la suite, au niveau
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du Golgi, I’élongation du GAG se réalise par la GaINACT-II, la GIcNACT-II ou la GlcAT-II
pour I’ajout d’un GalNAc, d’un GlcNAc ou d'un GIcA, respectivement (Figure 9).
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Figure 9. Biosynthese des glycosaminoglycanes

(A) Les chaines de CS et d’HS sont attachées de fagon covalente aux protéines centrales du PG
par un tétrasaccharide de liaison. La biosynthése d'une chaine de chondroitine commence par
l'ajout d'un résidu GalNAc au tétrasaccharide de liaison par les CSGalNAcT1, 2. Ensuite, les
GlcA et GalNAc sont copolymérisés par les chondroitines sulfates synthases (CHSY-1, -2, -3)
et le facteur de polymérisation de la chondroitine (CHPF). Lorsqu'un résidu GlcNAc est ajouté
au tétrasaccharide de liaison a la place du GalNAc par EXTL3, une chaine d'héparane est
polymérisée par les membres de la famille EXT. (B) Pendant la polymérisation, les chaines sont
modifiées par des réactions de sulfatation et d'épimérisation par de nombreuses enzymes de
modification des GAG. (Extrait de (Maeda, 2015)).

Les HS et CS se différencient ensuite en chaines matures sous 1’action de diverses enzymes qui
catalysent de nombreuses réactions. La modification du squelette des glycanes est assurée par
les épimérases et les sulfotransférases tandis que 1'élongation et la polymérisation des chaines
de GAG sont assurées par les glycosyltransférases. Les sulfotransférases catalysent le transfert
d’un groupe sulfate de 3'phosphoadénosine-5'phosphosulfate aux chaines de GAG en
croissance. La fonction des HS et des CS est déterminée par leurs motifs de sulfatation. Les
chaines HS présentent souvent des alternances de régions sulfatées et non sulfatées, créant ainsi
des régions impliquées dans la reconnaissance de molécules cibles, telles que les facteurs de

croissance (Rapraeger et al., 1994; Davies et al., 2003). Ces régions portent des charges
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différentes et sont susceptibles de favoriser des conformations structurelles nécessaires a des
interactions protéiques spécifiques (Gallagher and Turnbull, 1992). Les CS ont tendance a étre
plus uniformément sulfatés que les HS ; la sulfatation en position C-2 de l'acide uronique et en

position C-4 ou C-6 du GalNAc crée cinq formes différentes de disaccharide (Tableau 1).

Tableau 1. Le classement des unités disaccharidiques des chaines CS dépend de leurs
schémas de sulfatation

chst11/12/13 CS-0 GlcA — GalNAc
CS-A GIcA — GalNAc (4S)
chstd3|  “ESBouDS IdoA (2S) - GalNAc (4S)
- A — GalNAc (6S chst15
CS-C Glc GalNAc (6S) CS25/UST
CS-D GlcA (2S) — GalNAc (6S)
CSE GIcA - GalNAc (4S. 6S)

Le CS-O, forme non sulfatée, peut étre sulfaté en C-4 du GalNAc par la 4-O-sulfotransférase
de type C4ST-1/2/3 (carbohydrate sulfotransferase (Chst11/12/13)). Le produit formé est le CS-
A. Cependant, si le CS-O est sulfaté en C-6 du GalNAc par la C6ST-1 (Chst3), le produit formé
sera le CS-C. Ces formes monosulfatées peuvent accepter une deuxieme sulfatation. Pour le
CS-A, le GalNACc peut étre sulfaté une deuxieme fois en C-6 par le GalNAc4S-6ST (Chstl5) et
conduire au CS-E. Dans le cas du CS-C, c’est le GIcA qui est le site de la seconde sulfatation
en C-2 par le CS2S/UST, ce qui conduit au CS-D (Tableau 1). Ces formes différentiellement
sulfatées sont a 1’origine de la diversité des chaines de GAG qui sous-tend celle de leurs
fonctions biologiques (Sugahara et al., 2003; Habuchi et al., 2004). Outre la sulfatation, GIcA
peut étre épimérisé en acide L-iduronique (idoA), il devient alors le CS-B, également appelé
DS. Le HA quant a lui est synthétisé et sécrété dans I’espace extracellulaire par les HAS (Figure
8). Situées sur la membrane plasmique, les HAS ancrent les PNN a la surface cellulaire (Carulli
et al., 2007). Il existe trois isoformes de HAS qui synthétisent, a des vitesses différentes, des
chaines de HA de différentes longueurs (Spicer et al., 1997; Itano et al., 1999). Les isoformes
de HAS ont des expressions spatio-temporelles différentes et conferent une structure et une

résistance mécanique différentes aux PNN (Carulli et al., 2006; Galtrey et al., 2008).
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e. La matrice extracellulaire, une structure dynamique

L’ECM est une structure dynamique, constamment remodelée en réponse a divers signaux. Le
clivage des composants de I'ECM est le principal processus de remodelage de I'ECM. 11 est
important pour réguler I'abondance, la composition et la structure de 'ECM, ainsi que pour
libérer des molécules biologiquement actives. L'ECM peut étre clivée par différentes familles

de protéases.

La protéine activatrice du plasminogene de type tissulaire (tPA) est une sérine-protéase
exprimée par les neurones et les oligodendrocytes (Louessard et al., 2016). La protéolyse par
le tPA permet la motilité des épines en fonction de I'expérience, par dégradation de ’'ECM et
des protéines d'adhésion cellulaire. Le tPA convertit le plasminogéne en plasmine qui, a son
tour, non seulement dégrade 'ECM mais active les métalloprotéinases, les chimiokines et les
facteurs neurotrophiques, tels que le BDNF (Hensch, 2005; Tsuji et al., 2005). Les
métalloprotéinases sont une famille d'endopeptidases se liant au zinc (famille des
"metzincines") et dégradant sélectivement les PG, les facteurs de croissance, les cytokines, les
chimiokines, les protéines associées a la myéline et les molécules d'adhésion cellulaire dans
’ECM et les PNN (Huntley, 2012). Il existe trois familles de métalloprotéinases : les
désintégrines et les métalloprotéinases (ADAM) dont les ADAM a motifs thrombospondine
(ADAMTS) et les métalloprotéinases matricielles (MMP). Au sein de ces groupes, on
dénombre 21 ADAM, 19 ADAMTS et 25 MMP. Parmi les ADAMTS secrétées, certaines ont
une activité de dégradation pour l'aggrecan et d'autres CSPG au sein de 'ECM et des PNN des
cellules PV (Kelwick et al., 2015). La majorité de ces ADAMTS est secrétée par les astrocytes,
leur expression par les neurones reste controversée, mis a part pour ADAMTS-8 et -15 (Rossier
et al., 2015). Les MMP peuvent étre activées par le tPA et éliminées par les inhibiteurs
tissulaires des métalloprotéinases (TIMP). Bien que plusieurs MMP soient présentes dans le
cerveau, la MMP9 est la seule sécrétée par les neurones et I’ensemble de la glie (Reinhard et
al., 2015). La MMP9 régule a la fois la plasticité fonctionnelle et le remodelage de 'ECM en
faconnant l'environnement péricellulaire et synaptique et en activant des molécules de
signalisation. Il a été montré que la MMP9 sécrétée par la microglie peut remodeler les PNN
dans les paradigmes de plasticité adulte (Venturino et al., 2021). Les souris knock-out pour
MMP9 présentent une plasticité atténuée pendant les CP et des altérations de la morphologie
de la microglie (Kelly et al., 2015). Outre leur rdle d’hydrolyse des aggrecans entre les

domaines G1 et G2 et les brevicans au niveau du cceur protéique proche du domaine G1,
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I’activité des MMP permet la libération de molécules entravant la croissance neuritique. De
récentes études ont montré que I’inhibition des MMP2 et MMP9 limite ou promeut la plasticité

du V1 adulte en fonction des conditions de 1I’expérimentation (Akol et al., 2022).

f. Distribution des PNN dans le CNS

Au sein du CNS, les PNN sont retrouvés dans plusieurs régions corticales, 1’amygdale,
I’hippocampe, le cervelet et la moelle épinicre. Les approches d’hydrolyse via les enzymes
bactériennes Chondroitinase ABC (ChABC), clivant les chaines CS, et hyaluronidase, digérant
sélectivement le HA, ont permis d’étudier les roles fonctionnels des PNN (Briickner et al., 1998;

Deepa et al., 2006).

i.  Les structures corticales
Dans le cortex, les PNN sont présents dans les cortex sensoriel, moteur, préfrontal et temporal.
Ils sont présents majoritairement dans les couches II a V corticales (Briickner et al., 1999),
enrichis dans la couche IV pour le V1 et les couches II et III pour le cortex entorhinal médian
(mEC) (Lensjg et al., 2017). La maturation des PNN varie également entre les régions
corticales, la maturation étant plus précoce dans le mEC que dans le V1 (Ye and Miao, 2013;
Lensjg et al., 2017). Dans le V1, la formation des PNN peut étre retardée par l'obscurité
(Pizzorusso et al., 2002). La privation de stimuli par un élevage a l'obscurité perturbe la
formation des PNN, retardant ainsi la CP et donc la maturation des circuits neuronaux dans le
V1 (Pizzorusso et al., 2002, 2006; Hensch, 2004). De plus, la plasticité dans le V1 et le A1 peut
étre restaurée chez 1'adulte en supprimant les PNN par un traitement ChABC (Pizzorusso et al.,
2002) et hyaluronidase respectivement (Happel et al., 2014). Ainsi, cela suggere que le CS et
le HA présents dans les PNN sont essentiels au contrdle de la plasticité corticale. En outre, la
sulfatation des CS contrdle aussi la plasticité dans les cortex somatosensoriel et visuel comme
le montrent des études chez la souris knock-in C6ST-1 (Miyata et al., 2012). De plus, chez les
souris knock-out Haplnl ou le nombre des PNN est réduit, la dépression a long terme (LTD)
est facilitée. Ces changements de plasticité améliorent la mémoire a long terme des souris

knock-out Haplnl (Romberg et al., 2013).

ii.  L’amygdale
La relation entre les PNN et la CP existe ailleurs dans le CNS. Dans l'amygdale, les PNN
enveloppent a la fois des interneurones inhibiteurs (PV, calbindine (CB)) et des neurones

excitateurs. Leur développement coincide avec un changement dans la régulation de la mémoire
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de la peur (Gogolla et al., 2009). Ce changement au cours du développement spécifie une
période pendant laquelle le cerveau jeune, capable d'effacer les souvenirs de la peur, évolue
vers un cerveau mature ou les souvenirs persistent et ne peuvent plus étre effacés. Le traitement
par la ChABC efface la mémoire de la peur. Les PNN de 'amygdale sont a la fois nécessaires

a la protection et au renouvellement des souvenirs de la peur (Gogolla et al., 2009).

iii. L ’hippocampe
Dans I'hippocampe, une forte densité de PNN se trouve dans le CA2 comparé aux autres régions
hippocampiques (Kochlamazashvili et al., 2010; Jansen et al., 2017; Lensjg et al., 2017). Les
PNN se trouvent autour des cellules PV et autour des neurones pyramidaux (Yamada et al.,
2015; Carstens et al., 2016). A l'instar des résultats obtenus dans l'amygdale et le cortex,
I'élimination des PNN via la ChABC et la hyaluronidase dans l'hippocampe perturbe la
formation des souvenirs de la peur (Hylin et al., 2013). Dans les modeles animaux d’épilepsie
du lobe temporal, 1’état épileptique entraine une réorganisation synaptique dans I'hippocampe,

qui réduit I’expression des PNN (McRae and Porter, 2012).

iv.  Le cervelet
Dans le cervelet, les PNN se trouvent dans le cortex cérébelleux, les noyaux latéraux et les
noyaux basolatéraux (Mabuchi et al., 2001 ; Lafarga et al., 1984 ; Blosa et al., 2016). Ils
entourent les grands neurones excitateurs de Golgi (Carulli et al., 2006) et les cellules de
Purkinje (Mabuchi et al., 2001) qui expriment la PV. La formation et le maintien des PNN dans
le cervelet dépendent de l'activité (Briickner and Grosche, 2001; Foscarin et al., 2011).
L'enrichissement environnemental des souris adultes augmente la taille des terminaisons
axonales des cellules de Purkinje et réduit la densité des PNN (Foscarin et al., 2011). Chez les
souris déficientes en Haplnl, les PNN sont perturbés et les terminaisons axonales des cellules
de Purkinje sont plus nombreuses (Foscarin et al., 2011). La dégradation des PNN par la
ChABC dans le cervelet de rats adultes entraine un bourgeonnement important des neurites de

Purkinje et donc une plasticité anatomique accrue (Corvetti and Rossi, 2005).

v. La moelle épiniere
Les PNN sont présents dans la moelle épiniere. Ils se trouvent principalement autour des
interneurones, ainsi qu'autour de 30% des motoneurones (Smith et al., 2015) de la corne
ventrale et autour de 20% des neurones de la corne dorsale (Galtrey et al., 2008). L'épaisseur

des PNN dans la moelle épiniere augmente avec l'exercice, ce qui suggere qu'une activité
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synaptique plus élevée peut élargir les PNN (Smith et al., 2015). Le traitement par ChABC dans
la moelle épiniere rétablit la plasticité, ce qui permet la récupération des fonctions des membres
antérieurs apres une lésion de la moelle épinicre (Galtrey et al., 2007; Wang et al., 2011). Ainsi,

les PNN agissent-ils comme un frein moléculaire a la plasticité aussi dans la moelle épiniere.

g. Fonctions physiologiques dans le cerveau post-natal

Bien que la relation entre les PNN et la plasticité ait été bien établie dans le CNS, les
mécanismes restent encore mal compris. Néanmoins, il a été proposé que les PNN agiraient
comme une barricre physique entre le neurone et I’espace extracellulaire, un partenaire de
liaison pour les molécules interagissant avec les neurones et qu’ils limiteraient la mobilité

latérale des molécules sur la membrane neuronale.

i.  Une barriere physique qui protege des agressions
L’activité neuronale est un acteur majeur de la régulation de la condensation des PNN. Ainsi,
'élevage des animaux des la naissance dans l'obscurité retarde la maturation des PNN dans le
V1. A linverse, une dépolarisation chronique suite 2 une stimulation potassique participe au
développement des PNN autour des interneurones de rat en culture (Dityatev et al., 2007). La
structure polyanionique des PNN, liée au HA et aux CS, leur conferent des propriétés de tampon
cationique créant un microenvironnement autour des neurones (Figure 10) (Briickner et al.,
1993; Hirtig et al., 1999). Ils protegent aussi le neurone du stress oxydatif (Suttkus et al., 2014)
et des protéines toxiques (Miyata et al., 2007). Les PNN se condensent principalement autour
des cellules PV qui sont des neurones tres actifs et a décharge rapide. Les cycles rapides de
dépolarisation-repolarisation imposent une demande métabolique €élevée et une augmentation
de la densité mitochondriale rendant les cellules PV sensibles au stress oxydatif (Cabungcal et
al., 2013). Les PNN limitent alors la toxicité inhérente a leur activité élevée et tamponnent les
cations impliqués dans la neurotransmission (Figure 10). La condensation du réseau PNN est
altérée chez les lignées knock-out pour 1’aggrecan, la Tnr et haplnl et la protection contre le
stress oxydatif causé par le Fe* est alors abolie (Suttkus et al., 2014). Une étude récente chez
des souris quadruple knock-out brevican, neurocan, Tnr et Tnc a montré que la perturbation
des PNN dans le V1, altere 1’organisation des synapses inhibitrices et réduit le nombre de
cellules PV (Mueller-Buehl et al., 2022). En revanche, les interneurones a calrétinine (CR) qui
ne semblent pas étre enveloppés par les PNN ne présentent aucune altération (Mueller-Buehl

et al.,2022). De la méme manicre, la suppression des PNN par la ChABC modifie I’activité des
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cellules PV (Carceller et al., 2020) et augmente leur vulnérabilité au stress oxydatif, ce qui n’est

pas le cas des autres interneurones a CB et CR (Cabungcal et al., 2013).
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Figure 10. Les PNN limitent la plasticité des neurones par les mécanismes suivants :

(1) Les PNN limitent la plasticité synaptique. Ils empéchent la diffusion latérale des récepteurs
AMPA, diminuant ainsi la capacité a échanger des récepteurs désensibilisés dans la synapse
contre de nouveaux récepteurs extrasynaptiques. Le traitement par la ChABC perturbe les PNN,
rétablissant des états de plasticité juvénile. (2) Les PNN se lient spécifiquement a des protéines
telles que SEMA3A et OTX2. Ces liaisons régulent les protéines de la matrice et empéchent
les nouvelles entrées synaptiques. (3) Les PNN agissent comme une barriere physique en triant
et tamponnant les ions a la surface des neurones. La charge anionique élevée des PNN repousse
les ions et les molécules anioniques tel que I’oxygene réactif tandis qu’elle attire les ions et les
molécules cationiques créant un réservoir ionique. Cette barriere est une protection face au
stress oxydatif et contribue au fonctionnement synaptique. (Extrait de (van ’t Spijker and Kwok,
2017)).

Les PNN protégent aussi les neurones de la toxicité du peptide f-amyloide (Miyata et al., 2007)
et on n’observe aucun effet neurotoxique de ce peptide sur les neurones entourés de PNN, a
I’inverse de ceux qui en sont dépourvus. Ainsi, I’utilisation de ChABC augmente-t-elle la mort

neuronale causée par le peptide (Morawski et al., 2012).
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Outre son rdle de protection des neurones, les PNN inhibent la croissance des neurites et
empéchent ainsi la formation de synapses. Les CSPG, I'un des principaux composants des
PNN, ont une forte activité inhibitrice. Apres une 1é€sion du CNS, ils sont surexprimés dans la
cicatrice gliale qui se forme au niveau de la blessure, ou ils agissent comme une barriere pour
limiter la régénération neuronale (Cheah et al., 2016; Shinozaki et al., 2016). A I’inverse, la

digestion des CSPG par la ChABC améliore la régénération axonale (Shinozaki et al., 2016).

ii.  Un véritable partenaire de liaison moléculaire
Outre leur role de molécules barrieres, les CSPG peuvent, au méme titre que les HSPG, lier des
facteurs de croissance. Par exemple, la midkine et le FGF-2, se lient-ils spécifiquement au CS-
E qui est enrichi dans les PNN par rapport a ’'ECM (Deepa et al., 2002). De méme, la molécule
chimio-répulsive Semaphorine-3a (Sema3A) se lie-t-elle aux PNN via le CS-E (Figure 10, 11)
(Dick et al., 2013) et un traitement a la ChABC déstabilise cette interaction (Vo et al., 2013).
Le facteur de nécrose tumorale (TSG-6) se lie au HA et le stabilise (Baranova et al., 2011).
Apres une lésion de la moelle épiniere, son expression est augmentée et il a été€ proposé qu’il
stabiliserait les PNN dans la cicatrice gliale (Coulson-Thomas et al., 2016). Les différents
composants des PNN peuvent aussi réguler 1’activité synaptique en se liant a des canaux ou des
récepteurs. La TN-R, via son épitope HNK-1, se lie aux récepteurs GABA et régule la plasticité
synaptique (Bukalo et al., 2007). Le HA module I’activité des canaux calciques postsynaptiques
de type L (Kochlamazashvili et al., 2010). Le brevican régule celle des canaux potassiques et
des récepteurs AMPA (Favuzzi et al., 2017). La pentraxine neuronale 2 (Nptx2), éliminée par
le traitement a la ChABC, contrdle la plasticité en participant au regroupement des récepteurs
AMPA (Pelkey et al., 2015). Finalement, les PNN peuvent capturer la SEMA3A qui stabilise
les contacts synaptiques des cellules PV (de Winter et al., 2016) et le facteur de transcription
orthodenticle homeobox 2 (Otx2) qui, une fois internalisé, module leur maturation (Figure 10,
11) (Beurdeley et al., 2012b). Cette internalisation et son r6le dans la maturation des cellules
PV dans le cortex et la régulation de la plasticité seront détaillés dans la section suivante « Les

homéoprotéines ».
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iii.  Un frein a la mobilité des récepteurs
La mobilité des récepteurs AMPA participe a la modulation de la transmission synaptique.
L'échange de récepteurs entre les domaines membranaires synaptiques et extra-synaptiques

contribue a la régulation du nombre de récepteurs au niveau des synapses.
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Figure 11. SEMA3A et OTX2 s’accumulent dans les PNN

La TN-R agit comme une protéine de réticulation entre plusieurs protéines centrales CS
associées aux molécules de HA. SEMA3A et OTX2 se lient préférentiellement aux chaines CS-
E attachées aux protéines centrales CS. Apres liaison au PNN, OTX2 peut se déplacer dans le
neurone, tandis que SEMA3A semble résider dans le PNN en s’ancrant au CS-E. (Extrait de
(de Winter et al., 2016)).

III. Les homéoprotéines

a. La découverte des homeéoprotéines

Les homéoprotéines constituent une classe majeure de facteurs de transcription actifs tout au
long du développement et chez I'adulte. Les homéoprotéines sont des acteurs clés des réseaux
génétiques qui établissent le plan du corps et régulent la morphologie et la physiologie aux
niveaux cellulaire et multicellulaire. Elles sont encodées par les homéogenes, dont les genes

homéotiques, famille de genes découverte pour ses fonctions au cours du développement
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embryonnaire précoce, en particulier pour leur role dans la mise en place de I’axe antéro-

postérieur des arthropodes et des vertébrés.

Figure 12. Mutation homéotique d’Antennapedia

Drosophile mutée (a gauche) et non mutée (a droite) pour Antennapedia avec un remplacement
des antennes par des pattes. (Photographie de F.R Turner, Indiana University).

Les premieres observations des homéogenes ont été réalisées par William Bateson a partir de
1894 en étudiant les variations intraspécifiques chez des insectes puis chez des végétaux. Parmi
ses observations, il constata que ces différents organismes présentaient des variations par
rapport au plan général de l'espece. Il a remarqué que la mutation d’un homéogene conduit a
une homéose, ¢’est-a-dire 1’apparition d’un organe ou d’un membre bien formé, mais situé a un
endroit anormal. Un homéogeéne est donc défini par rapport au phénotype qu’il entraine
lorsqu’il est muté, et non par sa séquence nucléotidique. Retrouvé dans plusieurs
embranchements, ce processus a été particulicrement étudié chez la drosophile Drosophila
melanogaster a partir d'une étude de mutants homéotiques qui substituent un segment corporel
a un autre, totalement ou partiellement. Il a été¢ démontré que huit homéogenes organisés en
deux grands ensembles Antennapedia et Bithorax étaient impliqués dans la différenciation et la
spécification de la partie proximale et distale de I’animal respectivement. La mutation du
complexe Bithorax conduit au remplacement du troisieme segment thoracique par le deuxieme
conduisant 2 une mouche dont les halteres sont remplacés par une paire d’aile (Bridges and
Morgan, 1923; Lewis, 1978). Tandis que la mutation du complexe Antennapedia entraine un
remplacement des antennes par des pattes (Figure 12) (Gehring, 1987).

Les études sur Antennapedia ont conduit a la découverte d’une séquence de 180 paires de bases,
I’homéoboite hautement conservée chez tous les homéogenes. Découverts chez les invertébrés,
les vertébrés, les champignons et les plantes, il est a noter que tous les génes a homéoboite ne

sont pas nécessairement des homéogenes, c’est-a-dire que leurs mutations ne conduisent pas a
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un phénotype homéotique et inversement. Ainsi, les génes Bicoid, Engrailed (En), Fushi
Tarazu ou encore Pax, qui sont des génes du développement ayant des homéoboites ne sont pas
des homéogenes, et chez les végétaux les génes entrainant des phénotypes homéotiques ne

possedent pas [’homéoboite.

Figure 13. Structure et interaction de ’homéodomaine avec I’ADN

L’homéodomaine possede trois hélices a (1, 2 et 3) les deux premieres hélices sont
antiparalleles et la troisieme perpendiculaire aux deux premieres. L'hélice 3 interagit avec le
grand sillon de I’ADN tandis que la partie N-terminale de I’homéodomaine interagit au niveau
du petit sillon (Extrait de (Kissinger et al., 1990)).

Les homéoprotéines, encodées par les geénes a homéoboite sont des activateurs ou répresseurs
de la transcription génique. L’homéoboite encode une séquence tres conservée de 60 acides
aminés, appelée homéodomaine, qui se lie par trois régions hélicales a I’ADN (Figure 13)
(McGinnis et al., 1984; Kissinger et al., 1990). L’homéodomaine dirige la fixation des
homéoprotéines, seules ou en complexe, sur des séquences promotrices et leur permet de
réguler la transcription de cibles génétiques spécifiques. Classées en différentes familles et
sous-familles en fonction de la conservation des séquences d'acides aminés a l'intérieur et a
I'extérieur de 1'homéodomaine (Derelle et al., 2007), les homéoprotéines partagent d'autres
domaines conservés, appelés codomaines, qui servent de médiateurs aux interactions protéine-
protéine ou protéine-ADN. Ces complexes conferent un degré plus élevé de spécificité de
régulation par une action combinée au niveau des structures cibles. (Keleher et al., 1989; Stern

et al., 1989; Hayashi and Scott, 1990; Jiang et al., 1991).

La famille des homéoprotéines a été définie comme l'ensemble des protéines possédant un

homéodomaine similaire a celui décrit chez Antennapedia. C'est ainsi qu’elle inclue des
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homéoprotéines qui ne participent pas a la définition de l'identité d'une région, et n’ont donc
pas une action homéotique, telle que définie par les mutations éponymes. Constituée d’environ
300 membres, la famille des homéoprotéines exerce des fonctions importantes au cours du
développement du CNS. Par exemple, chez les vertébrés, une perte de fonction d’En-1 est a
I’origine d’un développement incomplet du mésencéphale (Joyner, 1996). De plus, chez la
drosophile, I’inactivation d’orthodenticle (Otd), entraine la perte des segments antérieurs de la
téte ou Ord est exprimé. Dans certains cas, certaines structures sensorielles sont également
perdues, notamment les ocelles, organes de détection de la lumiere. Otd agit comme un gene
gap, c’est-a-dire un gene nécessaire au développement d’une section de 1’organisme
(Finkelstein et al., 1990; Cohen and Jiirgens, 1991; Hirth et al., 1995). Otd possede des
homologues chez les vertébrés nommés Otx/ et Otx2 (Simeone et al., 1992, 1993) et le patron
d'expression d’Otx2 dans le développement embryonnaire de la souris est similaire a celui d'Otd
chez la drosophile. On dit qu’Otd et Otx2 sont orthologues, homologues entre deux especes
distinctes, alors qu’Otx1 et Otx2 sont paralogues, homologues a I’intérieur de la méme espece,
mais Otx] n’a pas d’orthologue chez les arthropodes. Chez les embryons de souris, Otx/ et

Otx2 sont tous deux exprimés dans les organes sensoriels au cours du développement.
b. Les homéoprotéines Otx1 et Otxa contrdlent le développement du CNS

Les ARNm Otx2 sont détectés chez la souris des le 3 jour embryonnaire (E3,5) dans toutes les
cellules de la masse interne de la blastula, cellules a partir desquelles I’embryon se formera
(Kimura et al., 2001). Avant la gastrulation, au stade ES5,S5, Otx2 est transcrit dans I’ensemble
de I’endoderme viscéral et de I’épiblaste. Au fur et a mesure de la progression de la ligne
primitive, qui est 1’épaississement cellulaire définissant le plan de symétrie bilatérale,
l'expression d'Orx2 est progressivement limitée au tiers antérieur de I’embryon. A E7,5, aprés
la gastrulation et I’induction neurale, Ozx2 est exprimé dans les trois feuillets embryonnaires et
en particulier dans la plaque neurale rostrale a I’origine du télencéphale, du diencéphale et du
mésencéphale (Acampora et al., 2001). Otx2 présente également une expression prédominante
dans les plexus choroides des leur mise en place a E9,5 et s’y maintient jusqu’a 1’age adulte
(Simeone et al., 1993; Courtois et al., 2003). Les souris Otx2+présentent des hydrocéphalies et
des ventricules latéraux dilatés dues a un exces de liquide cérébro-spinal (CSF) (Makiyama et
al., 1997). Otx2 est nécessaire a la formation des plexus choroides mais aussi a leur bon
fonctionnement dans le cadre du développement du cerveau (Johansson et al., 2013). Otx2 est

exprimé tout au long du chemin visuel ; dans la rétine, le noyau géniculé latéral du thalamus et
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le colliculus supérieur (Nothias et al., 1998). Une inactivation totale d’Otx2 est 1étale tres tot
dans le développement du fait de la perte des régions cérébrales rostrales, comme cela a été
aussi observée pour les ganglions cérébraux de la drosophile aprés invalidation d’Otd.
Cependant, les souris hétérozygotes pour Ozx2 sont viables et fertiles (Martinez-Morales et al.,

2001; Koike et al., 2007).

Chez l'embryon de souris, ’expression d’Otx/ débute a E8.5 dans 1'épithélium du futur
prosencéphale et mésencéphale (Simeone et al., 1992). Au cours de la régionalisation du
cerveau, les domaines d'expression d'Otx/ et d'Otx2 sont semblables. Néanmoins, Otx2
disparait du télencéphale dorsal a E10,5 alors que I’expression d’Otx/ y est maintenue au niveau
de la zone ventriculaire corticale et des cellules progénitrices des neurones des couches V et VI
du cortex (Simeone et al., 1993; Frantz et al., 1994). Les souris Otx/-/- sont viables, souffrent
de crises d'épilepsie spontanées et présentent des anomalies touchant principalement le cortex
télencéphalique et le développement des organes sensoriels visuels et auditifs (Acampora et al.,
1995). De plus, a I’age adulte, ces souris présentent une réduction considérable de I'épaisseur
du cortex et du nombre de cellules corticales, soulignant ainsi le role d'Otx/ dans le

développement du cerveau antérieur.

¢. Les homéoprotéines, facteurs de transcription aux propriétés

remarquables

Les homéoprotéines sont traditionnellement définies comme des facteurs de transcription a
action cellulaire-autonome. Leurs actions seraient donc limitées a la cellule dans laquelle elles
sont exprimées. Cependant, les travaux initiés dés le début des années 90 par le laboratoire
d’Alain Prochiantz ont permis de révéler des propriétés cellulaires non conventionnelles des

homéoprotéines, jusqu’alors inconnues.

i.  L’internalisation des homéoprotéines : Antennapedia
La premiere observation ayant conduit a la démonstration de ce rdle non conventionnel des
homéoprotéines est 1’internalisation par des neurones de I’homéodomaine d’Antennapedia,
ajouté au milieu de culture, sans altération de la membrane plasmique (Joliot et al., 1991b; Le
Roux et al., 1993). Une fois internalisé, ’homéodomaine d’ Antennapedia conserve une activité
biologique ; sa liaison a I’ADN chasse les homéoprotéines endogenes de leurs sites génomiques
(Le Roux et al., 1995) et conduit a une modification morphologique des neurones (Joliot et al.,

1991b). Une région précise de ’homéodomaine de 16 acides aminés, nommée pénétratine,
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correspondant a la troisieme hélice o, est nécessaire et suffisante pour son internalisation
(Figure 14) (Derossi et al., 1994). Les propriétés d'internalisation de la pénétratine ont été
largement étudiées et sont maintenant bien décrites. Cette internalisation ne nécessite pas
d’énergie, puisqu’elle se produit a 4°C, et ne requiert aucun récepteur chiral de surface (Derossi

et al., 1996).
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Figure 14. Signaux de sécrétion et d’internalisation des homéoprotéines

(A) Alignement des séquences des 60 acides aminés composant 1’homéodomaine de dix
homéoprotéines ayant une activité cellulaire non-autonome. La séquence d'internalisation
correspond a la troisieme hélice de ’homéodomaine, et la séquence de sécrétion (Al) s’étend
de la fin de I'hélice 2 jusqu’au début de 1'hélice 3. Les trois hélices sont indiquées par des lignes
foncées en gras. (B) Une séquence d’exportation du noyau et de sécrétion et une séquence
d’internalisation régissent 1’activité cellulaire non-autonome des homéoprotéines. (Extrait de
(Spatazza et al., 2013a).

Cependant, les charges négatives a la surface des cellules sont importantes pour
l'internalisation, 'noméodomaine d'Antennapedia étant préférentiellement capturé in vitro par
les neurones exprimant le PSA (Joliot et al., 1991a). Enfin, la substitution de deux tryptophanes
par deux phénylalanines diminue fortement la translocation, ce qui suggere que l'internalisation
de la troisieme hélice n’est pas uniquement basée sur son seul caractére amphiphile (Derossi et

al., 1994). Sachant que la troisieme hélice est la région la plus conservée de I’homéodomaine
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parmi toutes homéoprotéines, on pourrait conjecturer que la capacité d’internalisation
d’Antennapedia est partagée par d’autres homéoprotéines. Et, en effet, que soit dans le cas
d’homéodomaines seuls ou de protéines entieres, cette propriété d’internalisation a été
rapidement démontrée pour un nombre limité d’homéoprotéines comme EN1/2, EMX1/2,
HOXAS, HOXB4, HOXCS, PAX6 ou OTX2 (Figure 14) (Volovitch et al., 1993; Chatelin et
al., 1996; Joliot et al., 1998; Prochiantz and Joliot, 2003). Certains aspects de l'internalisation,
comme l'indépendance énergétique et le résidu tryptophane en position 48 semblent étre
partagés entre la pénétratine et les homéoprotéines complétes (Chatelin et al., 1996; Joliot et

al., 1998; Brunet et al., 2005; Ibad et al., 2011).

Extracellular medium

Figure 15. Modéle d’internalisation de la troisieme hélice d' Antennapedia

Les peptides interagissent avec les phospholipides chargés négativement sur le c6té extérieur
de la membrane. La déstabilisation de la bicouche entraine la formation de micelles inverses et
une internalisation de la 3°™ hélice. (Extrait de (Derossi et al., 1998)).

Un modele d'internalisation en deux étapes a été proposé. La premiere €tape est la liaison du
peptide aux glucides et/ou lipides membranaires chargés négativement (Christiaens et al., 2002;
Lensink et al., 2005; Jiao et al., 2009). Une deuxieme étape consiste en une déstabilisation
transitoire de la membrane induite par l'insertion du tryptophane 48 dans la bicouche lipidique
conduisant a des structures lipidiques intermédiaires de types micelles inversées (Figure 15)

(Berlose et al., 1996; Christiaens et al., 2002; Dupont et al., 2007).

Au fil des années, de nouveaux modeles ont été proposés, un d’entre eux implique une courbure
de la membrane plasmique conduisant a des invaginations mimant un processus d’endocytose
classique (Maniti et al., 2012) et I’autre, plus récent, postule que le nombre d'acides aminés
chargés positivement influence la capacité d’internalisation des peptides. Ils transloquent alors

via des pores d’eau qu’ils créent dans la membrane cellulaire (Trofimenko et al., 2021).
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Néanmoins, a ce jour, de nombreuses interrogations persistent dans la compréhension des

mécanismes d’internalisation des homéoprotéines.

ii.  La sécrétion des homéoprotéines : EN2
De méme que pour son internalisation, la sécrétion des homéoprotéines n'est pas canonique. La
plupart des études de sécrétion ont été réalisées sur I'homéoprotéine EN2. Dans un essai de co-
culture, EN2 exprimée par les cellules COS-7 est sécrétée dans le milieu de culture puis
internalisée par les neurones voisins. La détection de la protéine dans les neurones montre qu’un

transfert intercellulaire a eu lieu (Figure 16) (Joliot et al., 1998).

(b) cEn2-Myc

Figure 16. L’homéoprotéine EN2 est transférée
entre les cellules in vitro

Des cellules COS-7 exprimant EN2 et ayant un tag
Myc (cEn2-Myc, Myc en vert) sont cocultivées avec
des neurones E15 (NCAM en rouge). Apres 48h, la
protéine marquée est retrouvée dans les neurones.
Barre d’échelle 10 ym. (Adapté de (Joliot et al., 1998)).

Cette sécrétion est dépendante d’un court motif de 11 acides aminés (appelé Al), hautement
conservé parmi les homéoprotéines, se situant a la fin de la seconde hélice jusqu’au début de la
troisieme (Figure 14). Il s’agit d’une sécrétion non-conventionnelle n’impliquant pas la voie
classique réticulum/Golgi, et non modifiée par la brefeldin A, agent inhibiteur de cette voie. En
I'absence de Al, EN2 n'est pas sécrétée (Joliot et al., 1998). Le chevauchement du domaine Al
sur une séquence d'exportation nucléaire démontre que la sécrétion ultérieure d’EN2 nécessite
une étape nucléaire préalable (Figure 14) (Nakielny and Dreyfuss, 1997). Au fil des ans, un
nombre croissant de protéines sécrétées ne suivant pas la voie classique a été répertorié. La
découverte de voies de sécrétion non-conventionnelles de protéines a démontré que les
homéoprotéines ne sont pas les seules a partager cette capacité, longtemps un objet de
controverse, a transférer entre cellules (Rabouille, 2017). La sécrétion d’EN2 est similaire a la
sécrétion de protéines non conventionnelles de type I, initialement décrite pour le facteur de
croissance des fibroblastes-2 (FGF2) (La Venuta et al., 2015) et la protéine Tat du VIH

(Debaisieux et al., 2012). Cette sécrétion se produit par translocation directe a travers la

membrane plasmique et nécessite une interaction avec le phosphatidylinositol diphosphate
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(PIP2) au niveau du feuillet interne de la membrane (Figure 17). L'internalisation d’EN2
nécessite également la liaison au PIP2 (Amblard et al., 2020; Cardon et al., 2021), ce qui
suggere que l'entrée et la sortie utilisent des mécanismes de translocation membranaire

similaires (Figure 17).
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Figure 17. Mécanismes du transfert intercellulaire des homéoprotéines

(1) La sécrétion des homéoprotéines nécessite une étape nucléaire puis cytosolique. (2) Le
transfert sur le feuillet interne de la membrane plasmique est assuré par des interactions avec
des vésicules enrichies en cholestérol. L’ homéoprotéine s’associe alors a des domaines enrichis
en cholestérol/PIP2. (3) Sur la face extracellulaire, I’interaction avec les GAG controle
l'extraction de I'homéoprotéine. (4) Lors de I’internalisation, le cholestérol et le PIP2 permettent
l'entrée et I'accumulation de I’homéoprotéine dans divers organites intracellulaires. (Extrait de
(Di Nardo et al., 2020)).

Etant donné le haut degré de conservation de la séquence de I'hnoméodomaine, le mécanisme de
transfert d’EN2, étudi€ in vitro, est possiblement partagé par la plupart des homéoprotéines qui
circulent. De facon notable, sur les 162 homéoprotéines testées sur des cultures cellulaires HeLLa
et neuronales embryonnaires in vivo, le transfert intercellulaire a été confirmé pour 152 d’entre
elles (Lee et al., 2019). Les homéoprotéines extracellulaires se lient a la membrane plasmique
avant leur internalisation cellulaire. Le caractere cationique de I’homéodomaine leurs conferent
la capacité d’établir des interactions €lectrostatiques avec les acides nucléiques et leur permet
aussi une interaction avec les phospholipides et glucides chargés négativement et localisés a la
surface des cellules. Comme la PSA qui facilite la reconnaissance des neurones (Joliot et al.,
1991b), les GAG a la surface cellulaire contribueraient ainsi a concentrer les homéoprotéines a
la surface des neurones (Cardon et al., 2021), non sans participer, nous le verrons, a une

reconnaissance plus spécifique entre homéoprotéines distinctes et sous-types cellulaires.
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Enfin, il est intéressant de noter que la sécrétion atypique des homéoprotéines est un processus
sujet a régulation. Par exemple, la phosphorylation d’une séquence riche en sérine (SRD) par
la caséine kinase 2 (CDK?2) inhibe la sécrétion d’EN2 (Maizel et al., 2002). Etant donné que la
séquence SRD est située en dehors de I’homéodomaine, elle n’est pas conservée a I’identique
parmi les homéoprotéines. Reposant sur des mécanismes communs liés a des séquences
contenues dans 1’homéodomaine, on pourrait supposer que le transfert obéisse a un mode de
régulation spécifique pour chaque homéoprotéine. On peut alors envisager que la régulation de
la sécrétion et de I’internalisation pourrait se réaliser a plusieurs niveaux ; du noyau jusqu’a la
reconnaissance des sucres complexes. Cependant, les mécanismes régulateurs, et leur

spécificité selon les homéoprotéines et les cellules donneuses ou acceptrices, restent a explorer.

iii.  Bloquer le transfert des homéoprotéines
Comme ¢énoncé précédemment, les domaines de sécrétion et d’internalisation des
homéoprotéines, Al et pénétratine respectivement, assurent 1’activité cellulaire non-autonome.
Leur présence dans le domaine de fixation a I’ADN rend impossible I’introduction de mutations
qui viseraient 1’activité non-autonome sans perturber les fonctions autonomes. Afin d’étudier
spécifiquement I’activité non-autonome, le laboratoire a développé des anticorps « simple-
chaine » (scFv), qui une fois sécrétés dans le milieu, neutralisent les homéoprotéines
extracellulaires ciblées. Ceci a permis de démontrer I’implication de PAX6 dans le
développement de I’eeil chez le poisson zebre (Lesaffre et al., 2007), la migration des
précurseurs d’oligodendrocytes chez le poulet (Di Lullo et al., 2011) et celle des cellules Cajal-
Retzius dans le neocortex embryonnaire de souris (Kaddour et al., 2020). La méme stratégie a
permis de démontrer que la signalisation par EN1/2 est nécessaire au patron des projections
entre rétine et toit optique chez la grenouille et le poulet (Brunet et al., 2005; Wizenmann et al.,
2009) et a la morphogenése d’une structure (anterior cross vein) dans le disque embryonnaire
de I’aile de la drosophile (Layalle et al., 2011). Un scFv dirigé contre OTX2 a ét¢é utilisée pour
analyser le role non autonome de cette homéoprotéine dans la physiologie de la rétine (Moya

and Ibad, 2021) et le contrdle de la plasticité corticale (Bernard et al., 2016a).

d. Action paracrine de ’homéoprotéine OTX2 dans la plasticité

i.  Le transfert d’OTX2 régule la plasticité
L’homéoprotéine OTX2 représente a ce jour une des exemples, avec EN et PAX6, le plus étudié
du role physiologique du transfert intercellulaire des homéoprotéines. Il a été démontré que le

locus d’ Orx2 est inactif dans le cortex (Spatazza et al., 2013b). Ainsi OTX2 cortical proviendrait
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de sources extracorticales (Sugiyama et al., 2008, 2009; Kim et al., 2014). Parmi ces sources,
les cellules épendymaires du plexus choroide sécretent OTX2 dans le CSF. OTX2 diffuse alors
dans le parenchyme cérébral ou elle est internalisée préférentiellement par les cellules PV de
plusieurs régions corticales (Figure 18).1l a été démontré qu’OTX2 régulait la plasticité du V1,

du A1, et du cortex préfrontal médian (mPFC) (Sugiyama et al., 2008; Lee et al., 2017).

plexus

@® one protein

Figure 18. OTX2 s'accumule préférentiellement dans les cellules PV dans I’ensemble du
cortex

OTX2 est exprimée dans le plexus choroide, sécrétée dans le CSF et s'accumule dans tout le
cortex, y compris dans le V1, A1 et mPFC. Dans le parenchyme, il s'accumule dans les cellules
PV grice a des interactions spécifiques avec les PNN. (Adapté de (D1 Nardo et al., 2018).

Les premieres études ont été réalisées sur la plasticité de la dominance oculaire du V1.
L’infusion exogéne d’OTX2 ou le blocage de la forme endogéne accélére ou retarde
respectivement la CP dans le V1 (Figure 19). Faiblement détectée avant la CP, OTX2
s’accumule progressivement dans les cellules PV pendant la CP puis persiste a 1'age adulte. De
facon intéressante, chez les souris Otx2 hétérozygotes, la CP de la dominance oculaire est
retardée ce qui démontre qu'une réduction de 50 % de la protéine OTX2 est suffisante pour
modifier la cinétique de maturation des cellules PV (Sugiyama et al., 2008). En conclusion,
I’accumulation d’OTX2 par les cellules PV contribue a leur maturation et, par conséquent,

régule l'apparition de la CP pour la vision binoculaire.

L’internalisation d’OTX2 par les cellules PV dépend d’une liaison a haute affinité avec les
GAG au sein des PNN sui entourent ces cellules. L’élimination des PNN par la ChABC
(digérant les chalnes de GAG) réactive la plasticité dans le cortex adulte (Pizzorusso et al.,

2002) et réduit la quantité d'OTX2 endogene dans les cellules PV (Beurdeley et al., 2012b). De
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la méme mani¢re, une altération des PNN due a une dérégulation redox empéche
l'internalisation d'OTX2 par les cellules PV (Morishita et al., 2015). On peut donc en conclure
que les sucres complexes des PNN participent a la reconnaissance spécifique d'OTX2 précédant

son internalisation.

Normal CP

infuse Otx2 block Otx2
< —

plastic

non-plastic

Plasticity —>»

Age —>

Figure 19. OTX2 contrdle la période critique de la dominance oculaire

L'ouverture et la fermeture des fenétres normales de la CP chez les souris de type sauvage (en
violet) peuvent étre accélérées par des infusions corticales d’OTX2 (en vert) ou retardées par
le blocage extracellulaire de I’OTX2 endogene (en orange). (Extrait de ((Di Nardo et al., 2018).

il.  OTX2 reconnait spécifiquement les GAG sulfatés des PNN
Un motif de liaison aux GAG dans OTX2 chevauche la premiere hélice de 'homéodomaine, et
des séquences similaires ont été repérées dans plusieurs homéoprotéines (Figure 20). Ceci
suggere l'existence d'un ‘code sucre’ pour la reconnaissance des homéoprotéines qui guiderait
la spécificité cellulaire du transfert et 1'activité non autonome de ces protéines (Prochiantz and
Di Nardo, 2015). Dans la séquence d’OTX2, un doublet arginine-lysine (RK) situé juste en
amont de I'hnoméodomaine joue un rdéle important dans la structure consensuelle caractéristique
des domaines de liaison aux GAG (Cardin and Weintraub) et est nécessaire a la reconnaissance
des cellules PV décorées de PNN (Figure 20). L’identification de ce domaine a conduit a la
synthese d’un peptide de 15 acides aminés (RKQRRERTTFRAQL) appelé peptide RK afin de

souligner I’importance des acides aminés RK dans la reconnaissance des GAG.
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GAG-motif

CHX-10 134 RKKRRHRTIFTSYQL
DLX-1 114 KKIRKPRTIYSSLQL
DLX-4 108 RKLRKPRTIYSSLQL
GSC 152 RRKRRHRTIFTDEQL
HOX-A13 310 RRGRKKRVPYTKVQL
NKX-2.5 129 RRRRKPRVLFSQAQV

OTX2 36 RKQRRERTTFTRAQL
PITX2 77 KRQRRQRTHF TSQQL
PITX3 54 KKQRRQRTHFTSQQL
PRX-2 84 KKKQRRNRTTFNSSQ

Figure 20. Alignement de motifs consensuels de liaison au GAG présents dans un sous-
ensemble d'homéoprotéines

Les doublets RK, RR, KR ou KK, en amont de 'hnoméodomaine, sont en position N-terminale
des motifs de liaison potentielle au GAG. Chez OTX2, ce motif assure sa reconnaissance des
GAG des PNN des cellules PV. Répétons-le, cela suggere I’existence d’un ‘code sucre’ pour la
reconnaissance de leurs cellules cibles par les homéoprotéines sécrétées. (Adapté de
(Prochiantz and Di Nardo, 2015)).

1 38 98
OTX?2 | Nt domoin| homeodomain |Ctdomoin
| | |

I\
RK-peptide RKQRRERTTFTRAQL
AA-peptide PRRERTTFTRAQL

Figure 21. Séquence d’OTX2 nécessaire a la reconnaissance des sucres complexes

Dans sa région N-terminale, OTX2 porte un doublet RK (en rouge) juste avant I’homéodomaine
(fleche). Le remplacement par deux AA a la place de RK diminue 1’affinit¢ d’OTX2 pour les
GAG des PNN. (Adapté de (Beurdeley et al., 2012b).

Injecté in vivo, ce peptide entre en compétition avec 'OTX2 endogene et bloque son transfert
dans les cellules PV. On observe alors une baisse de I'expression de PV et de I'assemblage des
PNN, conduisant a une réouverture de la plasticité de la dominance oculaire (Beurdeley et al.,
2012b). De facon intéressante, le remplacement de ce doublet par deux alanines (AA) abolit la
spécificité de reconnaissance d’OTX2 pour les PNN (Figure 21) (Beurdeley et al., 2012b). Chez
la lignée transgénique Otx2 -+, I’action cellulaire non-autonome d’OTX2 est altérée (Bernard

et al., 2014), avec un retard de I’ouverture, puis de la fermeture de la CP (Lee et al., 2017).
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Il est communément admis que le schéma de sulfatation des chaines de glycanes code des
informations spécifiques pour la liaison des facteurs de croissance et des morphogenes, tels que
FGF, BMP, Wnt et Hedgehog (Lin, 2004). Comme 1’a démontré le laboratoire, OTX2 ne fait
pas exception. La reconnaissance d’OTX2 par les PNN dépend du patron de sulfatation des CS,
le peptide RK ayant une forte affinité pour les formes disulfatées CS-D et CS-E (Beurdeley et
al.,2012b). In vivo, favoriser génétiquement la synthese du CS-C au détriment du CS-E entraine

une réduction d’accumulation d’OTX2 dans les cellules PV (Miyata et al., 2012).

Before CP During CP After CP
Immature PV-cells Maturing PV-cells Mature PV-cells
Not plastic Plastic Not plastic
RK-pept, CS-E
[ PNN assembly J_
Otx2 > PNNT Otx2 T PNN T Otx2 PNN
Import K / 3
Extracortical T PV specificity T
sources T Otx2 accumulation ChABC

Figure 22. Boucle de rétroaction positive Otx2-PNN dans la régulation de la plasticité de
la CP

Au début de la CP, l'activité sensorielle induit la formation initiale des PNN permettant
l'internalisation de 1'0TX2 extracorticale par les cellules PV. Pendant la CP, I'augmentation de
la concentration d’OTX2 dans les cellules PV renforce 1'assemblage des PNN. A leur tour, les
PNN renforcent 'accumulation spécifique d'OTX2 dans les cellules PV. Chez l'adulte, le
transfert constant d'OTX2 dans les cellules PV, assuré par la boucle de rétroaction positive entre
I'homéoprotéine et les PNN, maintient un état mature, consolidé et non plastique. La
déstabilisation de l'interaction Otx2-PNN chez I'adulte rouvre une fenétre de plasticité dans le
V1. (Extrait de (Bernard and Prochiantz, 2016)).

iii.  Une boucle de rétrocontréle positive entre OTX?2 et les PNN
La présence des PNN autour des cellules PV est responsable de 1’internalisation préférentielle
d’OTX2 dans ces cellules et, inversement, 1’internalisation d’OTX2 renforce cet assemblage
(Figure 22). L’infusion précoce d’OTX2 dans le V1 avant I’initiation de la CP pour la
dominance oculaire, accélere 1’expression des PNN, conduisant a une ouverture précoce de la
plasticité (Sugiyama et al., 2008). De plus, dans des conditions d'élevage dans l'obscurité qui

retardent la maturation des cellules PV (Tropea et al., 2006; Katagiri et al., 2007), la perfusion
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directe d'OTX2 dans le V1 accroit la quantité de PNN autour des cellules PV et ouvre la
plasticité (Sugiyama et al., 2008). L'effet inverse est observé chez les souris knock-out
conditionnelles Otx2~ chez lesquelles la quantité d’OTX2 est réduite dans le V1 : ces souris,
qui ont une CP de dominance oculaire retardée, montrent également un retard dans la
maturation des PNN (Spatazza et al., 2013b). Ceci confirme qu’OTX2 est nécessaire et suffisant

pour déclencher la maturation des PNN (Figure 22).
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Figure 23. Modele a deux seuils du controle de la plasticité par OTX2

L'accumulation d'OTX2 dans les cellules PV entraine une maturation corticale. A partir d'un
premier seuil d'accumulation d'OTX2, il y a ouverture de la fenétre de plasticité. Le
franchissement du second seuil entraine une fermeture de la plasticité et le maintien de 1'état
non-plastique du cerveau adulte. Une réduction d'OTX2 chez l'adulte entraine une induction
transitoire de la plasticité. (Extrait de (Prochiantz and Di Nardo, 2015)).

Un seul allele d’Otx2, n’est pas suffisant pour induire la plasticité dans le V1 (Sugiyama et al.,
2008). A I’inverse, une petite réduction (entre 10 et 30%) de la quantité d’OTX2 est suffisante
pour rouvrir la plasticité chez I’adulte. Ceci suggere ’existence d’une fenétre physiologique
pour I’action d’OTX2, reposant sur deux seuils (Figure 23). Un premier seuil pour ouvrir et un
second pour fermer la plasticité, rappelant le modele morphogénétique de type « drapeau
francais » de Lewis Wolpert (Wolpert, 1969). La CP est déclenchée des lors qu’OTX2 capturée
par les cellules PV atteint un premier seuil, puis se referme ensuite lorsqu’OTX2 dont
I’internalisation est catalysée par la condensation des PNN atteint un second seuil (Figure 22)
(Spatazza et al., 2013b). OTX2 est ainsi responsable de 1’ouverture et de la fermeture de la CP

visuelle et du maintien, a 1’age adulte, d’un état non-plastique du V1 (Figure 23).

37



iv.  Laréouverture de la plasticité chez 1’adulte
Dans un cerveau adulte, la plasticité est limitée. Notre modéele stipule que le cerveau est
intrinséquement plastique et que cette plasticité morphologique et physiologique du cerveau
adulte est atténuée (de manicre réversible) par des freins moléculaires apres la fermeture de la
CP (Takesian and Hensch, 2013). Une fois les circuits corticaux matures, ces freins
moléculaires progressivement recrutés au cours de la CP sont responsables de la restriction de
la plasticité et de la fermeture de la CP. Ils sont la conséquence d’une interaction réciproque
entre les modifications structurelles (assemblage des PNN, my¢linisation, ...) et fonctionnelles
(maturation et stabilisation des récepteurs et canaux ioniques) qui régulent la neurotransmission
(Nabel and Morishita, 2013). Néanmoins, la plasticité peut étre rouverte apres les CP avec
différents modeles impliquant OTX2 de fagon directe ou non. L’élimination totale des PNN a
l'aide de la ChABC a démontré que les PNN sont essentiels au maintien de 1'état non plastique
chez l'adulte (Pizzorusso et al., 2002). Cependant, cette méthode est brutale et manque de
précision, agissant sans distinction sur les CS présents dans la matrice diffuse ou condensée en
PNN. Par voie de conséquence, d’autres méthodes de réouverture ciblent soit OTX2, en le
déplétant a sa source, dans le plexus choroide (Spatazza et al., 2013b) ou en perturbant son
interaction avec la ECM (Figure 24). OTX2 peut étre séquestré soit par expression d’un
anticorps spécifique (Bernard et al., 2016a), soit apres 1’infusion d'un analogue synthétique du
CS-E (hexasaccharide) (Despras et al., 2013), soit en bloquant les sites de reconnaissance
d’OTX2 sur les GAG grace au peptide RK. Ainsi, moduler les niveaux d’accumulation d’OTX2

dans les cellules PV est un outil de la régulation de la plasticité du cortex cérébral adulte.
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Figure 24. Méthodes de réouverture de plasticité en interférant avec OTX2

La perturbation de la liaison au PNN diminue la quantit¢ d’OTX2 dans le V1. L’interaction est
modifiée en digérant les PNN (ChABC), en bloquant I’interaction d’OTX2 avec les PNN
(peptide RK) ou en séquestrant OTX2 dans le milieu extracellulaire (CS-E synthétique).
(Adapté de la theése de Damien Testa).

IV. Le systéme olfactif, un systéme sensoriel singulier

« Je suis triste de ne pouvoir photographier les odeurs. J'aurais voulu, hier, photographier celles
de I'armoire a épicerie de Grand-Mere. » Ainsi s’exprimait le peintre et photographe frangais
Jacques-Henri Lartigue dans ses Mémoires sans mémoire. Contrairement a la couleur de cette
armoire qu'il aurait pu photographier, Jacques-Henri Lartigue ne pouvait fixer, représenter et
transmettre 1'odeur de cette armoire. Nous sommes démunis lorsqu'il s'agit de décrire une odeur
ou de faire partager les sensations qu'elle suscite. Pourquoi ne peut-on que les nommer ?
Comment se forme la représentation des odeurs ? Comment sont-elles percues, détectées ou
discriminées ? La connaissance des mécanismes moléculaires qui sous-tendent le traitement de

I’information olfactive permet d’apporter des €léments de réponse a ces questions.

a. Les molécules odorantes

Le systeme olfactif reconnait une vaste gamme de molécules qui pourvoient des informations
vitales sur son environnement a un individu, lui permettant d’exprimer des réponses
émotionnelles, motivationnelles et comportementales adaptées. De nombreuses informations

telles que la localisation des proies et des prédateurs, 1'état sexuel, hormonal et reproductif des
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partenaires d'accouplement, et le niveau d'agressivité des rivaux sont traitées le long du circuit
neuronal du systeme olfactif et traduites en sorties comportementales nécessaires. On peut alors

se demander comment le nez organise ce mélange complexe d'informations olfactives ?

Tout d’abord, il me faut définir ce qu’est une odeur. Une odeur est une perception qui résulte
de I’activation du systeme olfactif par une ou plusieurs substances chimiques odorantes. Ces
substances sont des molécules organiques, de faible masse moléculaire (<300 Da) qui, au cours
de la respiration, atteignent la muqueuse nasale et provoquent un stimulus. Les molécules
odorantes sont volatiles, relativement solubles dans 1’eau mais néanmoins lipophiles (Ohloff,
1994). Cependant, pour les poissons, les odorants sont généralement solubles et non volatiles.
En outre, un odorant pour une espece n’en est pas nécessairement un pour d’autres comme

I'illustre le cas du CO, détecté par les souris et les insectes, mais pas par les humains.

Tableau 2. Exemples de composés odorants

Certains composés présentent des structures proches et des odeurs voisines (en vert) ou
¢loignées (en noir). (Adapté de (Meierhenrich et al., 2005)).

Nom Structure Odeur
: 4 —S, 0
2-acétyl-thiazoline ) Pop-corn
N
S 0
2-acétyl-thiazole E />——< Céréales, pop-corn
N
O }l'f s
4-pentyl-butyrolactone O= U Noix de coco
o
O=
Dérivé du menthol \/E \/r Mentholé

Depuis le poete philosophe Titus Lucretius Carus jusqu’au milieu du XXe siecle, de
nombreuses théories ont tentées d’expliquer la relation odeur/perception. Cependant, seule la
théorie du récepteur stéréospécifique a été prouvée par la découverte de la famille des récepteurs
olfactifs (OR) en 1991 (Buck and Axel, 1991). Cette famille comprend des milliers de protéines,
chacune codée par le gene correspondant et chacune reconnaissant un groupe fonctionnel

spécifique. L’odeur résulte de I’activité des molécules odorantes, seules ou au sein d’une
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combinaison. Le répertoire olfactif est tres varié. Il comprend des molécules aliphatiques et
aromatiques ayant des groupes fonctionnels divers (Belitz et al., 1999). L’ odeur d’une molécule
n’est pas strictement déterminée par sa configuration spatiale. Ainsi, certaines molécules
structurellement proches ont des odeurs tres différentes alors que des molécules différentes
peuvent évoquer des odeurs similaires (Tableau 2). Par ailleurs, certains énantiomeres ont des
odeurs proches ; le (R)-limonenesent 1’orange et le (S)-limonene le citron, alors que d’autres
ont des odeurs tres différentes ; la (R)-carvone sent la menthe et la (S)-carvone sent 1’aneth ou

le cumin (Laska, 1999).
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Figure 25. Organisation synaptique du systeme olfactif, de I’épithélium au bulbe olfactif

(A) Dessin schématique de 1'épithélium olfactif. (B) Micrographies électroniques a balayage de
I'épithélium olfactif humain montrant ses types cellulaires caractéristiques et les cils d'un OSN
(C). (Adapté de (Simpson and Sweazey, 2015)).

En raison de la complexité des molécules odorantes, le concept d’odotope en analogie avec
celui d’épitope a été proposé. Un odotope est la région d’une molécule odorante qui est
spécifiquement reconnue par un site de liaison d’un OR. Une seule molécule peut avoir
plusieurs odotopes et interagir avec plusieurs OR. De ce fait, un récepteur donné peut répondre
a plusieurs odorants (Duchamp-Viret et al., 2000). Ainsi, les identités des différentes odeurs
sont-elles codées par différentes combinaisons de récepteurs. Etant donné le nombre immense
de combinaisons possibles d’OR, ce modele permet la discrimination d’un nombre et d’une

variété presque illimités d’odeurs différentes.
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b. L’organisation du systeme olfactif, structure et fonction

i.  Les caractéristiques uniques des voies olfactives
Les principaux événements de la détection des odeurs se produisent dans un neuroépithélium
spécialisé situé dans la cavité nasale. Trois types de cellules sont prédominantes dans cet
épithélium : le OSN, la cellule sustentaculaire, ou de soutien, et la cellule basale qui est une
cellule souche assurant le renouvellement cellulaire tout au long de la vie (Figure 25) (Moulton
and Beidler, 1967; Graziadei et al., 1979). Les OSN sont bipolaires : un unique processus
dendritique s'étend jusqu'a la surface apicale de la muqueuse ou il expose des cils spécialisés
sur lesquels des OR transmembranaires interagissent avec les molécules odorantes inhalées

(Figure 25) (Buck and Axel, 1991).
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Figure 26. Voies de transduction de 1'olfaction

Les substances odorantes sont transportées dans le mucus par des protéines de liaison.
L’interaction de I’odorant a son récepteur sur les cils des OSN active une voie de second
messager impliquant soit ' AMP cyclique (AMPc), soit l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Ces
deux voies conduisent a l'ouverture de canaux cationiques membranaires et a la dépolarisation
des OSN. (Extrait de (Simpson and Sweazey, 2015)).

Avec plus de 1400 genes chez les mammiferes, les OR appartiennent a la plus grande famille
de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et ainsi a la plus grande famille de génes de tout
le génome. L’association des récepteurs olfactifs a la protéine Goir assure 1’activation de
I’adénylate cyclase déclenchant la formation d'AMPc et I’ouverture des canaux ioniques Na* -
K", ce qui dépolarise le OSN (Figure 26) (Pace et al., 1985; Sklar et al., 1986; Nakamura and
Gold, 1987; Dhallan et al., 1990; Firestein et al., 1991). L'ablation sélective des cils entraine la
perte des réponses olfactives (Bronshtein and Minor, 1977). Les cellules sustentaculaires jouent
un role essentiel dans le cheminement des molécules odorantes comme le démontre les

nombreux cas de patients anosmiques a la suite d’une contamination par la COVID-19 (Brann
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et al., 2020). En infectant ces cellules, le virus déclenche une réponse immunitaire brutale qui
bloque la signalisation olfactive ; il y a alors perte d’odorat. Si I’inflammation est sévere, le
liquide inflammatoire détruit les tissus infectés mais aussi potentiellement les neurones olfactifs
a proximité. Au pdle basal de chaque OSN, un axone non myélinisé synapse avec un neurone
de projection excitateur de second ordre, une cellule mitrale ou une cellule a panache unique
(M/T) et des interneurones inhibiteurs dans des régions denses en neuropile dans le bulbe
olfactif (OB). Ces régions sont appelées glomérules olfactifs ; elles constituent le premier relais

central du systeme olfactif.
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Figure 27. Dessin schématique du OB, montrant I'organisation laminaire, les principaux
types de cellules et le circuit neuronal de base

(A) Les neurones récepteurs sont représentés en bleu, les interneurones en rouge, les neurones
efférents du bulbe en vert et les fibres centrifuges en noir. (B) Connectivité des principaux types
cellulaires de 1'épithélium et du OB. Les synapses excitatrices (+) sont représentées en vert et
les synapses inhibitrices (-) en rouge. L'action des axones des neurones pyramidaux du OC dans
le glomérule n'est pas clairement établie. (Extrait de (Simpson and Sweazey, 2015)).

Dans le OB, les axones des OSN exprimant le méme récepteur convergent vers un petit nombre
de structures sphériques appelés glomérules ou ils synapsent avec les dendrites distales d’une
M/T (Figure 27) (Mori, 1987). Chaque glomérule, et la dendrite d’une M/T qui lui est associée
forment un ensemble structurel et fonctionnel appelé unité glomérulaire. Le ratio de
convergence est de 5000 OSN par glomérule chez les rongeurs. Cette convergence élevée

permet d’augmenter la sensibilité et la discrimination de la détection des odeurs (Su et al.,
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2009). Chaque OB contient environ 1800 unités glomérulaires ayant une organisation
topographique stéréotypée, formant ainsi des cartes glomérulaires (Mori and Sakano, 2011). En
ce sens, le OB ressemble aux aires sensorielles primaires du néocortex dans lesquelles les
colonnes fonctionnelles sont organisées spatialement et forment des cartes sensorielles. Outre
sa structure singuliere et unique, le nombre méme des interneurones du OB n’a pas son pareil.
En effet, a 'inverse de la plupart des régions cérébrales, ou un petit nombre de neurones
inhibiteurs locaux régule l'activité d'un plus grand nombre de neurones de projection
excitateurs, cette relation est inversée dans le OB. Les neurones inhibiteurs locaux sont deux
fois plus nombreux que les M/T (Kaplan et al., 1985; Parrish-Aungst et al., 2007). Les cellules
granulaires (GC) et les cellules périglomérulaires (PGC) sont les deux populations les plus
abondantes des interneurones locaux du OB (Mori, 1987; Shepherd, 2004).

La structure synaptique caractéristique du OB est la synapse réciproque dendrodendritique,
entre les interneurones et les neurones de projection. Contrairement aux synapses classiques
entre axones et dendrites, les dendrites des interneurones du OB forment des synapses avec les
dendrites des M/T. La synapse dendrodendritique est constituée d'une synapse excitatrice
glutamatergique M/T vers la GC et d'une synapse inhibitrice GABAergique de la GC vers la
M/T (Figure 28).

M/T lateral dendrite

glutamatergic
o_© excitatory synapse

M/T

L

GABAergic
inhibitory synapse

GC dendrite

GC

Figure 28. Synapses réciproques dendrodendritiques entre les interneurones OB et les
cellules mitrales/a panache

Schéma d'une synapse dendrodendritique réciproque entre la dendrite latérale d'une M/T et la
dendrite apicale d’une cellule granulaire (GC). Une synapse excitatrice glutamatergique M/T-
GC et une synapse inhibitrice GABAergique GC-M/T se font face. Les densités synaptiques et
les vésicules synaptiques sont en noir et en nuance de gris respectivement. (Adapté de
(Yamaguchi, 2014)).
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Les GC établissent des synapses avec des cellules appartenant a la méme unité glomérulaire et
des cellules appartenant a des unités glomérulaires différentes, permettant ainsi la modulation

de l'activité des cellules excitatrices au sein des unités glomérulaires et entre elles.
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Figure 29. Les voies paralleles des cellules mitrales et des cellules a panache du OB au OC

Les projections distinctes des M/T suggerent l'existence de voies paralléles dans le systéme
olfactif central. Dans le cortex olfactif, les cellules a panache (en rouge) acheminent les
informations olfactives rapides vers la partie externe du noyau olfactif antérieur (AONpE), la
partie postéroventrale du noyau olfactif antérieur (AONPV), la partie antérolatérale du
tubercule olfactif (OTCaP) et la partie ventrorostrale du aPC (APCVR). En revanche, les
cellules mitrales (en cyan) acheminent largement les informations olfactives plus lentes vers la
partie dorsale du noyau olfactif antérieur (AOND), la partie corticale du tubercule olfactif
(OTCO), la partie dorsale du aPC (APCD), le tenia tecta (TT), pPC, cortex entorhinal latéral
(LEC), noyau du tractus olfactif latéral (nLOT), noyau amygdaloide cortical antérieur (ACO)
et noyau amygdaloide cortical postérolatéral (PLCO). (Extrait de (Nagayama et al., 2014)).

Les GC recoivent également des entrées synaptiques glutamatergiques des cellules pyramidales
du cortex olfactif (OC) via des synapses axodendritiques (Figure 27). Ainsi, les GC sont-elles
excitées a la fois par les entrées sensorielles olfactives transmises par les M/T via les synapses
dendrodentritiques et par les activités des cellules pyramidales du OC via les synapses
axodendritiques descendantes. Finalement, les axones des M/T sont fasciculés et forment le
tractus olfactif latéral (LOT) assurant ainsi le transfert de 1’information olfactive vers le OC le

long de 1’axe antéro-postérieur comprenant le noyau antérieur olfactif, le tubercule olfactif, le
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cortex piriforme (PC), le noyau amygdaloide cortical antérieur, le cortex péri-amygdalien et le
cortex entorhinal latéral (Figure 29) (Haberly, 2001; Brunjes et al., 2005; Sanchez-Andrade and
Kendrick, 2009).

ii.  Laneurogenese adulte, longtemps mise en doute et pourtant essentielle
Pendant plus d’un siecle, il a été considéré que la structure du cerveau adulte demeurait fixe et
que les cellules nerveuses n’étaient pas remplacées, contrairement aux autres cellules du corps.
Néanmoins, apres 50 ans de débat, il est aujourd’hui admis que le cerveau de nombreux
mammiferes adultes, y compris les primates, génere de nouveaux neurones : on parle de
neurogenese adulte. Cette neurogenese adulte a été mise en évidence dans le gyrus denté de
I’hippocampe puis dans le OB (Altman, 1963, 1969; Altman and Das, 1965). Ces travaux ont
alors été au centre de nombreuses polémiques divisant ainsi la communauté scientifique jusqu’a
ce que d’autres équipes confirment I’existence de la neurogenese adulte chez le rat (Bayer et
al., 1982) puis chez le canari (Goldman and Nottebohm, 1983). Depuis la présence de la

neurogenese adulte a été prouvée dans de nombreuses especes (Amrein, 2015).

Proliferation Tangentiél Radial Diﬁeréntiation

g SC ~2-3 weeks Migration Migration Integration
TAC ~16 h ~3-5days ~2days ~ 2-4 weeks

Figure 30. Neurogenese dans la SVZ chez la souris

Schéma d'une coupe sagittale du cerveau contenant la SVZ et le RMS. Les neuroblastes sont
générés dans la SVZ et migrent vers le OB en suivant les voies indiquées par les fleches.
Abréviations : SC ; cellules souches de type astrocyte, TAC ; cellules amplificatrices de transit.
(Extrait de (Khodosevich et al., 2013)).

Dans le systeme olfactif, les OSN de 1’épithélium nasal et les interneurones du OB sont
continuellement générés ; il y a alors perte des anciennes cellules et incorporation des nouvelles

dans les circuits neuronaux (Lledo et al., 2006). Il est a noter que le renouvellement cellulaire
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n’entrave pas le ciblage axonal des OSN, ainsi 1’organisation topographique des glomérules est
maintenue (Gogos et al., 2000). Le renouvellement cellulaire des OSN est essentiel au maintien
des circuits neuronaux ; il permet de compenser la perte des OSN endommagés di a
I’exposition continuelle de nombreux stimuli nocifs externes tels que des infections virales ou
les produits chimiques de notre environnement. Contrairement aux OSN, le renouvellement des
interneurones du OB assure un meilleur remodelage de la connectivité neuronale des circuits
neuronaux du OB : les nouveaux interneurones du OB sont régulés de maniere plastique par
I'expérience sensorielle olfactive et 'état comportemental de 1'animal, ce qui soutient 1'idée que
leur renouvellement contribue a la plasticité des circuits neuronaux. Cependant, bien que le
concept de neurogenese continue chez l'adulte ait été confirmé chez l'animal, il reste tres
controversé chez I’humain. En raison de difficultés méthodologiques, les études in vivo peine a
trancher sur 1’existence ou non de la neurogenese dans le cerveau humain. En outre, les études
réalisées chez I'nomme donnent des résultats contradictoires, ce qui ajoute encore a I'ambiguité
entourant le concept de neurogenese adulte chez 1'homme (Spalding et al., 2013; Boldrini et al.,

2018; Sorrells et al., 2018; Moreno-Jiménez et al., 2019).

iii.  La neurogenese adulte, précurseurs et intégration au réseau du OB

Produits dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux, les précurseurs des
interneurones du OB migrent le long d’une voie spécifique appelée le courant migratoire rostral
(RMS) vers le OB, ou ils se différencient en GC et PGC (Figure 30). Les précurseurs des
interneurones dans la SVZ sont hétérogenes et se différencient en sous-types distincts
d'interneurones selon leur position dans la SVZ (Merkle et al., 2007). La production des
interneurones du OB atteint un pic a la fin de la période embryonnaire et au début de la période
néonatale, puis se poursuit de maniére substantielle a 1'age adulte. Nonobstant, le nombre
d'interneurones du OB nés a 1'age adulte est important : chez le rongeur, au moins dix mille
neurones entrent dans le OB chaque jour (Alvarez-Buylla et al., 2001; Winner et al., 2002;
Lledo et al., 2006), ce qui correspond a environ 1 % du nombre total d'interneurones du OB.

Comme les GC embryonnaires et néonatales, les GC adultes recoivent des contacts synaptiques
glutamatergiques des deux mémes sources principales : les M/T et les cellules pyramidales du
OC. Tous les nouveaux interneurones de 1'OB ne sont pas incorporés de maniere stable dans le
circuit neuronal. Dans des conditions physiologiques normales, seule la moitié des nouveaux
GC survivent un mois apres leur génération, I'autre moitié étant éliminée par apoptose (Petreanu

and Alvarez-Buylla, 2002; Winner et al., 2002; Yamaguchi and Mori, 2005).
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iv.  La sélection neuronale et la plasticité, une relation connexe
Au cours du développement embryonnaire, la sélection neuronale est cruciale puisqu’elle
permet un traitement optimal de I’information en affinant le circuit neuronal (Buss et al., 2006).
A I’age adulte, cette sélection neuronale reste active. En effet, le déréglement de 1’apoptose des
interneurones du OB nés a 1'dge adulte perturbe la capacité de discrimination des odeurs
(Mouret et al., 2009). La survie des néo-neurones du OB ne suit aucun déterminisme particulier,
et c’est I’expérience sensorielle olfactive qui régule leur destin. L’environnement enrichi en
odeurs augmente le taux de survie des GC nés a 1'age adulte (Rochefort et al., 2002), a I’'inverse
des souris anosmiques ou le taux de survie de ces mémes cellules diminue (Petreanu and
Alvarez-Buylla, 2002). D’ailleurs, il est a noter que l’occlusion partielle d’une entrée
sensorielle unilatérale, suffit a moduler I’efficacité de 1’apoptose des nouvelles GC (Corotto et
al., 1994; Saghatelyan et al., 2005; Yamaguchi and Mori, 2005; Mandairon et al., 2006). De
facon intéressante, il a été montré que I’existence des GC nouvellement formées dépend d’une
CP. La privation sensorielle pendant les 14 a 28 jours qui suivent la neurogenese réduit
considérablement la survie des cellules, alors qu’une privation avant ou apres cette période n'a
aucun effet significatif (Yamaguchi and Mori, 2005). Cette fenétre temporelle correspond a la
période ou les nouvelles GC établissent des contacts synaptiques avec les neurones préexistants
(Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002; Carleton et al., 2003; Whitman and Greer, 2007; Kelsch
et al., 2008, 2010; Katagiri et al., 2011), suggérant ainsi 1’importance de 1’établissement des

contacts synaptiques.

c. Le cortex piriforme, circuit et plasticité

i.  Du bulbe olfactif au cortex piriforme

Contrairement a la voie sensorielle classique ou 1’'information sensorielle est d’abord relayée
dans le thalamus avant d’atteindre le néocortex, le LOT formé par les M/T transmet les signaux
olfactifs directement du OB vers I’ensemble du OC (Mitsui et al., 2011). 11 a été proposé que
ces cellules qui forment deux voies paralleles de projection dans le OC (Haberly and Price,
1977) ont des rdles distincts dans la transmission des signaux olfactifs (Nagayama et al., 2014).
Les cellules a panache unique véhiculent des informations odorantes rapides dans la partie
antérieure du cortex olfactif a I’inverse des cellules mitrales qui transmettent des informations
olfactives plus lentes vers la partie postérieure du cortex olfactif (Figure 29).

Le cortex piriforme (PC) est le plus grand récepteur cortical des projections directes du OB.

C'est une structure corticale trés importante du cerveau des rongeurs, représentant jusqu'a 10%
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du volume cortical chez certaines especes. Le PC se projette extensivement : les axones des
cellules pyramidales font synapses dans 1’ensemble du OC ainsi que dans I’amygdale, le
thalamus et plusieurs subdivisions du cortex préfrontal (Johnson et al., 2000b; Ekstrand et al.,
2001; Meyer et al., 2006; Kerr et al., 2007). Bien que 1'on s'accorde généralement pour dire que
cette zone est impliquée dans le traitement d'ordre supérieur des informations olfactives, sa
fonction semble complexe et méconnue. Contrairement aux structures corticales primaires des
autres systémes sensoriels qui se consacrent au traitement d'un seul type d'information
sensorielle, le PC possede une architecture hautement auto-associative, avec un vaste réseau

d'interconnexions au sein de ses diverses sous-régions et entre elles (Figure 31).

ii.  Le cortex piriforme, un systéme sensoriel a part

Dans la plupart des systemes sensoriels, I'organisation spatiale est essentielle au fonctionnement
du systeme. De cette maniere, l'organisation spatiale rétinotopique, tonotopique et
somatotopique est maintenue dans les systemes visuel, auditif et somatosensoriel,
respectivement. Cela signifie que 1'emplacement spatial des neurones activés dans les sous-
régions de la voie sensorielle fournit certaines informations sur le stimulus. Cependant, au-dela
du OB, il n'existe pas d'organisation odotopique. Dans ce systeme, on suppose que 1’information
n’est pas codée par la localisation des cellules mais par 1’activation d’une large population
distribuée de neurones corticaux. Le PC est en ce sens un circuit de réseau auto-associatif,
comme [’hippocampe (Marr, 1971; Haberly, 2001). II participe a la discrimination, a
l'association, et a I'apprentissage des odeurs (Bekkers and Suzuki, 2013). La reconnaissance des
objets dans un paysage sensoriel est alors faconnée par 1’expérience sensorielle (Fournier et al.,
2015). Le PC reconnait les caractéristiques moléculaires d’une stimulation olfactive et les
transforme en représentations d’odeurs holistiques (Figure 31) (Haberly and Bower, 1989;
Wilson and Stevenson, 2003; Wilson and Sullivan, 2011). Les connexions supposées aléatoires
du OB au PC suggerent que les représentations d’odeurs dans le PC sont acquises par
I’expérience. Le PC serait capable de détecter des odeurs en les comparant a une librairie
d’odeurs acquise précédemment (Wilson and Sullivan, 2011). Il fonctionne comme un outil de
mémoire optimisé dans le stockage de représentations synaptiques d’odeurs (Barkai et al.,
1994). 11 a d’ailleurs été rapporté que des 1ésions du PC affectent la capacité de mémorisation
ou de rétention des informations olfactives lors d’une tache de discrimination (Staubli et al.,
1987). Dans ce réseau, l'exposition initiale a un stimulus olfactif active des ensembles

spécifiques de GC et M/T du OB qui activent un réseau spécifique de cellules pyramidales du
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PC. La synergie des activations des synapses afférentes et de synapses de fibres d'association
intrinseques induit une potentialisation a long terme, stockée comme un patron. En
conséquence, s’il y a réexposition au méme stimulus ou a un stimulus partiellement dégradé,
les synapses des fibres d'association intrinseques potentialisées permettront 1'acheévement du
schéma. La sortie corticale correspondra alors a celle originale, le stimulus étant reconnu par le
réseau (Figure 31). Cette connectivité singuliere permet un encodage simple de nombreux

stimuli différents qui active plusieurs ensembles de neurones proches.
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Figure 31. Réseau auto-associatif

(A) L'exposition initiale a un stimulus olfactif active des modeles spécifiques de M/T du OB
qui, a leur tour, activent un modele de cellules pyramidales dans le PC. L'excitation coincidente
de synapses afférentes spécifiques et de synapses de fibres d'association intrinseques (points
verts) induit une potentialisation a long terme stockée comme un modele du schéma
expérimental. (B) Lors d'une réexposition au méme stimulus incomplet, les synapses des fibres
d'association intrinseques potentialisées permettent l'achévement du schéma et une sortie
corticale correspondante a l'original, signifiant la reconnaissance du stimulus. (Extrait de
(Wilson, 2009)).

Des estimations récentes suggerent qu'un odorant donné activera 3 a 15 % des neurones
corticaux piriformes (Stettler and Axel, 2009), bien que des ensembles composés de 50 a 100
neurones (Miura et al., 2012) puissent étre suffisants pour coder des odeurs uniques. Etant

donné que I'on suppose que le PC compte plus de 50 000 neurones pyramidaux (Neville and
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Haberly, 2004), cela permet un nombre presque illimité de représentations d'ensemble

superposées de différentes odeurs.

iii.  Origine et subdivisions du cortex piriforme
Le PC du mot latin pirum, poire est souvent appelé cortex olfactif primaire. C’est un paléocortex
conservé au cours de 1’évolution qui partage des caractéristiques communes avec le cortex des
reptiles qui sont organisés en trois couches minces (Aboitiz et al., 2002; Shepherd, 2011;
Fournier et al., 2015). Situé bilatéralement dans la partie ventrolatérale du télencéphale, il recoit

une entrée directe du OB via le LOT.

AON

Figure 32. Localisation relative et connectivité des aires corticales olfactives chez le
rongeur

(A) Vue ventrolatérale du cerveau de rat montrant le bulbe olfactif (OB), le tractus olfactif
latéral (LOT), et les limites approximatives du PC antérieur (aPC) et du PC postérieur (pPC).
(B) Circuit du cortex piriforme. Les collatérales des axones des M/T sortent du LOT et font
synapses sur la partie la plus distale des dendrites apicales des cellules pyramidales dans la
couche Ia du PC. L’aPC, est la région qui recoit la majorité des projections des cellules a
panache. Les axones des cellules a panache ne se projettent pas vers le pPC. Outre les axones
du cortex orbitofrontal (OFC) et du noyau antérieur olfactif (AON) qui se projettent dans la
couche Ib de 1'aPC, les dendrites des cellules pyramidales de la couche Ib recoivent des
projections associatives du cortex piriforme, souvent originaires de la méme sous-région que la
cellule cible. Ces entrées sont auto-associatives. (Adapté de (Illig and Wilson, 2014)).

Le PC est la plus grande zone du cortex olfactif et peut €tre divisé en trois subdivisions
principales : le cortex piriforme antérieur ventral (aPCv), dorsal (aPCd) et le cortex piriforme
postérieur (pPC). Ces sous régions recoivent des entrées différentes, ont des architectures
intrinseques distinctes et ont des sorties uniques. Par exemple, le aPCv est la seule sous-région
du PC qui recoit des projections des cellules a panache unique, et elle recoit plus de fibres
associatives provenant du PC que les autres sous-régions (Figure 32). De facon plus générale,

al’inverse du pPC, le aPC recoit plus d’entrée afférentes du OB est moins d’entrées associatives
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(Litaudon et al., 2003; Luna and Morozov, 2012; Maier et al., 2012). Ainsi, le aPC assure la
représentation des caractéristiques élémentaires d’une odeur, tandis que le pPC unifie ces
représentations élémentaires dans des ensembles perceptifs (Gottfried, 2006, 2010; Zelano et
al., 2011).

iv.  Organisation neuroanatomique du cortex piriforme
La structure trilaminaire du PC est organisée comme suit :
La couche I, dite fibrillaire, contient de nombreux axones et dendrites mais seulement quelques
corps cellulaires. La partie la plus superficielle (couche Ia) recoit les axones afférents du LOT,
tandis que la partie la plus profonde (couche Ib) recoit les fibres associatives de l'intérieur du
PC. A I’inverse, la couche II est densément peuplée de somas de neurones glutamatergiques,
les principales cellules d’entrée du PC. Cette couche est également divisée en couche Ila
superficielle et couche 1Ib plus profonde et recoit des fibres associatives du PC. Finalement, la
couche III contient une plus faible densité de corps cellulaires et, comme la couche Ib et II, une
forte densité de fibres associatives (Figure 33). La connectivité du CP est cependant tres
complexe, et en ce sens, il a été observé des différences d’épaisseurs entre les régions aPC et
pPC. Par exemple, la couche Ia du pPC est nettement plus fine que dans 1'aPC, et a I’inverse, le
pPC a une couche Ib beaucoup plus épaisse que 1'aPC, ce qui démontre une nouvelle fois la
composante associative importante du pPC comparé au aPC.
Comme dans la plupart des autres structures corticales, les principaux neurones du PC sont des
neurones de projections pyramidaux glutamatergiques, et des interneurones locaux
GABAergiques. Les cellules glutamatergiques localisées dans les couches II sont appelées
cellules pyramidales superficielles (SP) et semi-lunaires (SL) et celles de la couche III sont
appelées cellules pyramidales profondes (DP). Les interneurones sont retrouvés dans les trois
couches. Les cellules horizontales (H) et neurogliaformes (G) sont localisées dans les couches
I et les cellules bipolaires (B) et multipolaires (M) dans les couches II et III, respectivement
(Figure 33). Les H et G regoivent ’entrée du LOT et assurent 1’inhibition directe des dendrites
apicales distales des cellules SL et SP. Les cellules B et M assurent la rétro-inhibition dans les
couches plus profondes. Les B sont VIP+, les M elles, sont CB-, PV- ou SOM-(Suzuki and
Bekkers, 2010a).
Bien qu'il existe de nombreuses preuves circonstancielles du role des interneurones dans le
fonctionnement normal du PC, les détails de leur participation restent encore mal compris. De
maniere générale, les interneurones pourraient contrdler trois composantes différentes du
réseau neuronal ; les entrées dendritiques ; les sorties axonales ; et les connexions a longue

distance entre les assemblées d'interneurones (Zhang et al., 2006).
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Figure 33. Cytoarchitecture du cortex piriforme

A gauche, une représentation schématique de la densité des somas neuronaux dans chaque
couche, montrant une forte densité de cellules dans la couche II et une plus faible densité de
neurones dans les couches I et III. Les cellules glutamatergiques sont représentées en gris et les
GABAergiques en noir. Les cellules semi-lunaires (SL) et pyramidales superficielles (SP) sont
concentrées dans les couches Ila et IIb, respectivement. Elles recoivent les afférences du LOT
dans la couche Ia (Aff). Les cellules pyramidales profondes (DP) se trouvent en plus faible
densité dans la couche III. Les cellules SP, SL et DP recoivent des entrées associatives
intracorticales (Assn). Les interneurones GABAergiques sont distribués de maniere plus éparse
et uniforme dans toutes les couches. Abréviation : H, horizontal ; G ; neurogliaforme ; B,
bipolaire ; M, multipolaire. Les G et H recoivent les afférences du LOT. On présume que les B
et les M recoivent des entrées Assn. (Adapté de (Neville and Haberly, 2004)).

Un exemple du controle des entrées dendritiques par les interneurones du PC est illustré par
leur participation a 1'induction de la LTP associative entre les voies afférentes et d’association
du PC. Les interneurones seraient réfractaires a la LTP (Kanter and Haberly, 1993; Kapur et
al., 1997) et leur inhibition, controlée par les systemes neuromodulateurs cholinergique et
monoaminergique, améliorerait 1’apprentissage olfactif (Haberly and Bower, 1989; Patil and
Hasselmo, 1999; Linster and Hasselmo, 2001).

Quant a I’existence de connexions a longue distance, elle est suggérée par 1’émission
d’oscillations électriques dans le PC lors d’une tache olfactive (Wilson, 2001; Neville and
Haberly, 2003). D’ailleurs, des oscillations similaires ont été observées dans I'hippocampe et le
néocortex, avec participation des interneurones (Whittington and Traub, 2003; Buzsédki and
Draguhn, 2004; Antonoudiou et al., 2020; Doelling and Assaneo, 2021). Ainsi, les
interneurones du PC auraient la méme activité de synchronisation du réseau. Il est a souligner

que ce processus est fondamental puisqu’il permet d’augmenter de facon considérable
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I’efficacité de la transmission synaptique au niveau des structures cibles sur une période courte

et contribue de ce fait a I’apprentissage olfactif (Laurent, 2002; Schaefer et al., 2006).

Visual cortex J Piriform cortex

Figure 34. Caractérisation corticale des cellules PV

Chez les souris adultes P90, la maturation des cellules PV et 1’accumulation des PNN est
dissemblable entre le V1 (Visual cortex) et PC (Piriform cortex), avec une expression plus forte
dans le V1. Barre d’échelle 100 pm.

Finalement, il semble que les interneurones puissent réguler les sorties axonales. Rappelons
tout d’abord qu’au méme titre que 1’hippocampe, le PC est fortement épileptogene (Cheng et
al., 2020). Il n'est donc pas surprenant que l'inhibition limite 1'excitabilité excessive dans le PC
dans plusieurs modeles d'épilepsie (De Curtis et al., 1994; Gavrilovici et al., 2006; Cheng et al.,
2020). Les IPSP, ou potentiel postsynaptique inhibiteur, permettraient de limiter les crises
épileptiformes en empéchant I’exces de stimulation des neurones pyramidaux (Haberly and
Sutula, 1992). En outre, le fonctionnement de 1’inhibition du PC a récemment fait 1’objet d’une
grande attention et de plus en plus d’études s’intéressent a en décortiquer les mécanismes. Il a
été proposé que les circuits inhibiteurs controlent de facon laminaire et spécifique 1’inhibition
des cellules pyramidales SL et SP (Jiang et al., 2021a). L’inhibition serait spécifique aux sous-
types d’interneurones et les interneurones PV seraient les médiateurs principaux de 1'inhibition
récurrente du PC (Jiang et al., 2021a). D’autres études ont également montré que la force de
I’inhibition sur les cellules pyramidales augmente le long de 1’axe rostro-caudal (Luna and
Pettit, 2010) et serait régulée par des microcircuits inhibiteurs VIP (Canto-Bustos et al., 2022).
Les interneurones VIP seraient alors les médiateurs d'un circuit désinhibiteur qui contrdle la
plasticité synaptique pendant la formation des représentations olfactives. Il reste néanmoins a
ce jour de nombreuses interrogations sur le role des interneurones PV du PC, qui a bien des

égards reste une ferra incognita.
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V. Objectifs de la, thése

Les CP sont des fenétres développementales facilitant la plasticité et l'apprentissage. Etant
transitoire, une fois fermée, la plasticité corticale dépendante de I'activité est compromise. Les
régions corticales assurant des fonctions distinctes, ont des CP asynchrones, dies a la
maturation respective des cellules PV de chaque aire. La maturation des cellules PV est
dépendante de I’accumulation d’OTX2 et de I’expression des PNN qui les entourent. Alors que
la formation de PNN coincidant avec la fermeture de la CP a bien ét€¢ documentée dans les
cortex V1, mPFC et Al (Spatazza et al., 2013b; Lee et al., 2017), nous avons observé un
enrichissement faible en PNN dans le PC de souris adultes (Figure 34). Un cerveau adulte est
peu plastique, néanmoins la faible quantit¢ de PNN dans le PC laisse penser qu’il conserverait
un haut degré de plasticitét méme a I’age adulte. Le premier objectif de ma thése était de
comprendre la relation entre OTX2, les cellules PV et les PNN dans le PC et de comprendre
comment ces différents éléments régulent la plasticité corticale olfactive et le comportement de

I’animal.

La compréhension des mécanismes des CP pour les connaissances fondamentales et pour les
stratégies thérapeutiques requiert de nouvelles méthodes précises. La reconnaissance des GAG
par OTX2 est responsable de I’ouverture et de la fermeture des CP. Le second objectif de ma
these était d’étudier des imitations stables de GAG qui séquestrent préférentiellement OTX2

dans I’ECM, bloquant ainsi son activité cellulaire non-autonome.
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Abstract

Periods of plasticity during postnatal development allow cortical functions to adjust in response
to the environment. Critical period timing is governed by the maturation of parvalbumin
interneurons, a process that is regulated in part by non-cell autonomous activity of the OTX2
homeoprotein transcription factor. The transfer of OTX2 into parvalbumin interneurons
regulates the opening and closure of critical periods in primary and higher-order cortices. Here,
we find that the adult mouse piriform cortex displays particularly low maturation of
parvalbumin interneurons that very gradually increases in aged animals. Viral modulation of
OTX2 levels in the piriform cortex directly affect parvalbumin expression and extracellular
perineuronal nets. Reducing OTX2 transfer to piriform cortex parvalbumin interneurons alters

the expression of genes implicated in perineuronal nets and disrupts olfactory-driven memory.

Keywords
parvalbumin, perineuronal nets, homeoprotein, homeodomain, piriform cortex, single-chain

antibody

59



Introduction

The piriform cortex (PCx) is a three-layered paleocortex which receives sensory inputs from
the olfactory bulb (OB) and plays significant roles in odor perception and odor-driven
behaviors. Contrary to sensory regions within the six-layered neocortex, such as the primary
visual (V1) or primary auditory (Al) cortices, which have defined topographic inputs and
subsequent outputs to higher-order sensory regions, the PCx is an associative region with
diffuse sensory inputs (Johnson et al., 2000; Shepherd, 2011; Bekkers and Suzuki, 2013;
Giessel and Datta, 2014; Klingler, 2017). It is divided into anterior (aPCx) and posterior (pPCx)
regions that differ in connectivity and function (Neville and Haberly, 2004), with the aPCx
receiving dense OB afferents to instruct odor identity, and the pPCx receiving fewer OB
afferents and encoding odor qualities and associations. These circuits receive inputs from other
olfactory areas as well as associative areas, such as medial prefrontal cortex (mPFC),
hippocampus (HC), and basolateral amygdala (BLA), and also receive recurrent inputs from
within the PCx. Local GABAergic interneurons provide feedforward inhibition, feedback
inhibition, and disinhibition in the PCx for the enhancement of weak input signals, the
prevention of hyper-excitability, and other functions required for shaping odor representations
and associative responses (Poo and Isaacson, 2009; Franks et al., 2011; Large et al., 2018; Frank
et al., 2019; Jiang et al., 2021; Suzuki et al., 2022). Parvalbumin (PV) interneurons in the PCx
are located in the deeper layers L2 and L3 and provide feedback inhibition to L1b, L2 and L3
pyramidal cells (Johenning et al., 2009; Suzuki and Bekkers, 2010). While their function in
PCx circuitry is not completely understood, they have similar roles to neocortex PV cells, as
recent studies have shown that these PV cells regulate spike activity, backpropagation, and
induction of NMDA-dependent associative long-term potentiation (Johenning et al., 2009;
Large et al., 2016; Jiang et al., 2021; Canto-Bustos et al., 2022).

In the neocortex, PV cell maturation during juvenile postnatal brain development drives
critical periods of heightened plasticity that shape neural circuits according to the surrounding
environmental and biological constraints (Reh et al., 2020). In primary sensory areas, PV cells
residing in layer IV receive thalamocortical inputs and regulate action potentials and
backpropagation through feedforward inhibition of local pyramidal cells (Hensch, 2005). The
timing of critical periods depends on the cortical region and the quality of sensory activity. For
example, upon hearing onset, thalamocortical refinement occurs in Al during a critical period
from postnatal day (P) 12 to P15 in mice that can modify tonal response strength and
topographic mapping (Takesian et al., 2018). These unique critical periods occur across

modalities and in higher-order cortical areas, such as mPFC, from early childhood to
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adolescence. Owing to the associative role of the PCx, and the ongoing learning of odors, the
rodent PCx unsurprisingly shows sustained adult plasticity (Wilson and Sullivan, 2011;
Chapuis and Wilson, 2012) but the existence of critical periods remains unaddressed.

PV cell maturation is required for the onset of critical periods throughout the cortex, with
subsequent closure of critical periods involving sustained PV cell activity and consolidated
circuitry, and providing gamma band oscillation for inter-region coherence (Reh et al., 2020).
This consolidated state is maintained by molecular breaks of plasticity, which include
myelination and condensed extracellular matrix perineuronal nets (PNNs) surrounding PV cells
(Fawcett et al., 2019; Testa et al., 2019). While PNNs are detected throughout the adult brain,
some PV cells in the HC CA3 region are devoid of PNNs and show dynamic PV expression
reflective of their level of plasticity allowing for continued adult learning (Donato et al., 2013).
Indeed, removal of breaks in non-plastic cortex can allow for adult plasticity: reduction of PNNs
in V1 permits recovery from amblyopia in rodent models (Pizzorusso et al., 2006; Beurdeley et
al., 2012). While recent studies suggest PV cells within PCx can express PNNs (Ueno et al.,
2019), it is unclear whether a critical period occurs in the PCx. Firstly, PCx cytoarchitecture is
more similar to that of the HC, with feedback PV cells in a three-layered structure (Shepherd,
2011). Secondly, the PCx is unique in that it is within two synapses of direct sensory input and
yet performs associative functions. The PCx lacks odor-driven topography and the sparsely
activated unique ensembles of neurons drift in time independently of odor (Schoonover et al.,
2021). Finally, the PCx receives input from the OB, which undergoes continued circuitry
remodeling through adult neurogenesis that attenuates with age (Gheusi and Lledo, 2014).
Thus, the PV cells within PCx are likely required to maintain dynamic range in activity during
adulthood, which appears in contradiction with the reported existence of PNNs.

The maturation of PV cells in V1, A1, and mPFC has been shown to be regulated in part by
the non-cell autonomous activity of the OTX2 homeoprotein transcription factor (Lee et al.,
2017; Vincent et al., 2021). Its activity promotes PV expression and critical period onset and
also participates in critical period closure through induction of PNN expression (Sugiyama et
al., 2008; Beurdeley et al., 2012). OTX2 can potentially reach all corners of the brain as it is
secreted into the cerebrospinal fluid (CSF) by the choroid plexus and transferred specifically
into cortical PV cells (Spatazza et al., 2013). OTX2 has been detected throughout the cortex
but its accumulation has not been reported in PCx. We find that OTX2 indeed accumulates in
PCx PV cells and that modulating OTX2 levels affects olfactory-driven behavior and directly
impacts PV and PNN expression, suggesting paleocortex feedback PV cells can be controlled

by OTX2 similar to neocortex feedforward PV cells.
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Materials & Methods

Animal management

All animal housing and experimental procedures were carried out in accordance with the
recommendations of the European Economic Community (2010/63/UE) and the French
National Committee (2013/118). This research (project n® 19086) was validated by the regional
ethics committee (CEA 59) and authorized by the French Ministry of Higher Education,
Research and Innovation. Adult C57BL/6J wildtype (WT) mice were obtained from Charles
River Laboratories, while PV::Cre (strain n° 017320) and Rosa-tdTomato (Ail4 strain n°
007914) reporter mice were generated from JAX founders. The scFvOx2'¢° mice were
generated as previously described (Bernard et al., 2016). The double transgenic crosses
(PV::Cre;Rosa-dtTomato and PV::Cre;scFvOtx2¢°) were generated in-house. Mice were
housed with ad libitum access to food and water and under a 12h light/dark cycle. For surgical
procedures, animals were anesthetized with xylazine (Rompun 2%, 5 mg/kg) and ketamine

(Imalgene 500, 80 mg/kg) by intraperitoneal injection.

Stereotaxic injections

Adeno-associated viruses (AAV) were generated by Vector Biolabs (Malvern, PA, USA):
AAVS8(EF1a)-DIO-scFvOtx2-2A-GFP and AAVS8(EF1a)-DIO-GFP-2A-Otx2. Unilateral or
bilateral stereotaxic injections (bregma: x = 3.8 mm, y =+ 0.6 mm, z =4 mm) of 0.5 ul high-
titer AAV (~10'3 GU/ml) were performed with a Hamilton syringe at a rate of 0.1 pl/min. Mice

were used for histological and behavioral analysis at least 3 weeks after infection.

Quantitative RT-PCR

Mice were sacrificed by cervical dislocation and PCx was micro-dissected in ice-cold
phosphate buffered saline (PBS) and frozen on dry ice. Total RNA was extracted will AllPrep
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen). cDNA was synthesized from total RNA with QuantiTect
Reverse Transcription kit (Qiagen). Quantitative PCR reactions were carried out in triplicate
with SYBR Green [ Master Mix (Roche) on a LightCycler 480 system (Roche). Expression was
calculated by using the 224t method with Gapdh as housekeeping reference gene. Primer
sequences:

Adam10, F-GGGCTCTCCATGTAATGACTTC, R-CACAATCCACTCAGCAATGTTT
Adamts9, F-GTAAGCACCTTCCTAAGCCAC, R-GATCTGACAGCCCACATGCCTC

Tnr, FF-TTGTGAGAGACAGCAGAGCG, R-TCTGTCTCTGCGTGTTGAGC

Mmp9, F-CATAGAGGAAGCCCATTACAGG, R-CCTGTCTACACCCACATTTGAC
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Haplnl, F-ATGTAAGCGGAAGGCATTCTAA, R-AATCCTGGTGATTCTCAGCCTA
Hapln4, F-GGTGCACTGCAGACT, R-AGCGACCAAGAACCACAACA

Chst3, F-CCCCAAGATGGTCTCGTGTT, R-GCCCAGGCCCTGATTTTAGT

Chst7, F-GGGACTCGTCGAGGACAAAG, R-CCTTTAGGTTGAGGCCTGGG
Chstll, F-AAAGTATGTTGCACCCAGTCAT, R-GGATGGGATTGTAGAGCTCCTG
Chst13, F-TTTTCCAGGACATCAGCCCC, R-ACACCCTTATTGCAGTCGCA
Chst14, F-CATCCTATCGGAGATGAAACCC, R-GATAGGCCTCTAGGCTTAGGAT
Chstl5, F-CATTCCTGACCCAAGACTTCAT, R-AGTCTGAGTACAACCTCTCCAC
Gapdh, F-TGACGTGCCGCCTGGAGAAAC, R-CCGGCATCGAAGGTGGAAGAG

RNAscope fluorescent in situ hybridization

Mice were given a lethal dose of Euthasol and perfused transcardially (5 ml/min) with 15 ml of
PBS followed by 15 ml of 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS. Dissected brains were post-
fixed in 4% PFA, PBS at 4 °C overnight and then rinsed extensively in PBS. Coronal vibratome
sections (40 um) were incubated with RNAscope hydrogen peroxide solution from Advanced
Cell Diagnostics (ACD) for 10 min at room temperature (RT), rinsed in Tris-buffered saline
with Tween (50 mM Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20) at RT, collected on Super
Frost plus microscope slides (Thermo Scientific), dried at RT for 1 h, rapidly immersed in
ultrapure water, dried again at RT for 1 h, heated for 1 h at 60°C and dried at RT overnight.
The next day, sections were immersed in ultrapure water, rapidly dehydrated with 100%
ethanol, incubated at 100 °C for 15 minutes in RNAscope 1X Target Retrieval Reagent (ACD),
washed in ultrapure water and dehydrated with 100% ethanol for 3 minutes at RT. Protease
treatment was carried out using RNAscope Protease Plus solution (ACD) for 30 minutes at
40°C in a HybEZ oven (ACD). Sections were then washed in PBS before in situ hybridization
using the RNAscope Multiplex Fluorescent V2 Assay (ACD). The PV probe (Mm-Pvalb-C2,
ACD catalog #421931-C2) was hybridized for 2 h at 40 °C in a HybEZ oven, followed by
incubation with signal amplification reagents according to manufacturer instructions. The

images were acquired with a W1-CSU spinning-disk ZIESS Axio Observer Z1 microscope.

Immunohistochemistry

Anesthetized mice were perfused transcardially (5 ml/min) with 15 ml of PBS and 15 ml of 4%
PFA, PBS. Dissected brains were post-fixed in 4% PFA, PBS at 4 °C overnight and then rinsed
extensively in PBS. Fluorescent immunohistochemistry was performed on coronal vibratome

sections (40 um). Briefly, after permeabilization and blocking with PBS, 1% Triton, 5% fetal
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bovine serum (FBS) for 45 min at RT, sections were incubated in PBS, 1% Triton, 5% FBS
overnight at 4 °C with primary antibodies: anti-OTX2 (mouse monoclonal, in house, 1/50);
anti-PV (rabbit polyclonal, Swant, 1/500); biotinylated Wisteria floribunda agglutinin (WFA;
Sigma L1516, 1/500); anti-GFP (chicken polyclonal, Abcam, 1/800); and anti-cFos (rabbit
monoclonal, Cell Signaling, 1/500). After 3 washes in PBS, secondary antibodies (Alexa Fluor-
conjugated, Molecular Probes, 1/2000) were incubated for 90 min at RT. After 3 washes in
PBS, sections were mounted in DAPI-fluoromount medium and kept at 4 °C. Images were
acquired with either a ZEISS Axio Zoom.V16, Leica DM16000 SP5 confocal, or W1-CSU
spinning-disk ZIESS Axio Observer Z1 microscope. Cell number and staining intensity were

quantified with ImageJ and in-house macros.

Behavior analyses

Odor memory test

The 3-chambered testing apparatus consisted of a grey-colored PVC arena (dimensions / x d x
h in cm: 78 x 45 x 30) with a smaller central chamber and two external chambers. Two
cylindrical cages (10.2 cm in diameter and 18 cm tall) containing odor balls were placed in the
external chambers at least 10 cm away from the walls. The cages and the arena were thoroughly
cleaned with 70 % ethanol between each trial. Clean 5 cm wooden balls containing a cotton
swab were introduced into the cylindrical cages just prior to acquisition. The odors (Sigma
Aldrich), 0.3% ethyl-butyrate and 0.3% limonene, were diluted in mineral oil (Sigma Aldrich).

For habituation, the mice were kept in their home cage and spent 4 h on Day 1 in the testing
room without the experimenter. On Day 2, the mice spent 4 h in the testing room with the
experimenter and were placed individually for 10 min in the arena without odor cages. Mice
were returned to the housing area after each habituation phase. During the acquisition phase on
Days 3 and 4, the mice were individually placed in the center chamber with both cages
containing the same odor. Mouse movement was recorded for 5 min in the absence of the
experimenter. On Days 3 and 4, two 5-min acquisition trials were performed spaced 3 h apart
to provide a total of four acquisition trials. Mice were returned to the housing area after the
daily trials.

For the memory test, the mice were water-deprived on Day 9 in order to increase motivation.
On Day 10, mouse movement was recorded for 5 min in the arena with one chamber containing
the acquisition odor and the other chamber containing a novel odor. The cages and the arena
were thoroughly cleaned with 70% ethanol between each trial, and the location of the novel

odor was alternated between chambers for subsequent trials. Odor investigation time was
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defined as the amount of time the snout was directed towards an odor cage (within 45°) within
a 2 cm radius. Novel odor preference was defined as the ratio of novel-odor to total-odor

investigation time.

Odor-induced protein c-Fos staining

Odors were delivered using a 4-channel olfactometer (Automate Scientific). Clean air (pressure,
3 atm) was directed to 4 individual air lines each connected to a 10 mL glass bottle containing
mineral oil (Sigma Aldrich) in which the odors were diluted. The bottles themselves were
connected via Tygon tubing to computer-controlled (Arduino) solenoid valves (Valvelink,
Automate Scientific). Four different freshly-prepared odors (Sigma Aldrich) were tested: empty
bottle, 0.3% ethyl-butyrate, 0.3% hexanal, and 0.3% limonene. The testing apparatus consisted
of a clear polycarbonate box (dimensions / x d x 4 in cm: 37.5 x 23 x 10.5) with a 5 cm wooden
ball placed at the exit of a scent port controlled by the olfactometer. The box was thoroughly
cleaned, inside and out, with 70 % ethanol at the end of each trial. Clean wooden balls were
introduced into the box at the beginning of each acquisition.

The mice were habituated to the testing room and the experimenter 24 h before the day of
testing and were water-deprived to increase motivation. On the day of the trial, the mice were
kept in their home cage and habituated to the wooden balls in the testing room. During the pre-
trial phase, the mice were individually placed in the box for 10 min. They were then presented
with each of the 4 odors 5 times randomly for 20 sec (trial) spaced by 40 sec (inter-trial interval,
ITI). Mice were sacrificed by perfusion at either 0, 1.5, or 3 h after the end of the trial phase for

histological analysis of cFos staining.

Statistical Analysis

All statistics were performed using Prism (version 9.3.0, GraphPad Software). Main effects and
interactions with more than 2 groups were determined using analyses of variance (ANOVA) or
2-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post hoc test. The ¢-test was used for single

comparisons among two groups.
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Results

PV cell maturation kinetics depends on brain structure and cell subtype

In order to facilitate quantification of PV intensity, we initially turned to the oft-used PV::Cre
X Rosa-tdTomato (PV-tdTom hereafter) cross for genetic identification of PV cells independent
of PV expression level (Donato et al., 2013; Tang et al., 2014). As PV is expressed in various
regions throughout the brain, including V1, HC, BLA, mPFC and the PCx (Celio, 1990), we
first sought to compare the distribution and maturation level of PV cells across these regions in
adult P90 mice (Figure 1A-C). In PV-tdTom mice, the tdTomato red fluorescent protein (TOM)
localizes throughout the cell and its expression level is not correlated with that of PV. We found
a higher density of PV+ cells in V1, and a higher density of TOM+ cells in V1 and mPFC
compared to the other regions (Figure 1B). Within the HC, we detect more PV+ and TOM+
cells in CA1-3 compared to the dentate gyrus (DG). Thus, the density of PV cells is clearly
dependent on brain region, as previously shown (Kim et al., 2017; Bjerke et al., 2021). To
evaluate the maturation level of PV cells in each region, we calculated the number of TOM+
cells that also stained for PV+ (Figure 1C), since this allows to count “immature” PV cells not
expressing PV. We found PV cells in V1, BLA and CA1-3 to be significantly more “mature”
than in DG, mPFC and PCx. To further evaluate PV cell maturation, we also performed WFA
staining which detects the PNNs around “mature” PV cells (Figure 1C). Although this
technique relies on detecting PV expression and will thus miss fully “immature” PV cells, such
as the PV-TOM+ cells, the pattern PV cell maturation across regions was found to remain the
same. Thus, we consider the PV+TOM+ and WFA+PV+ methods equally robust for
quantifying PV cell maturation level, and that sustained inhibition driven by PV cells is likely
less strong in the PCx compared to V1 and CA of P90 mice.

It is known that not all PV cells express TOM in PV-tdTom mice (Madisen et al., 2010) and
that PV::Cre mice can provide low efficiency labeling in some brain regions (Nigro et al.,
2021), but a recent study suggests there may be a high amount of overlap between TOM and
PV expression in aPCx of adult PV-tdTom mice, although data was reported for one animal
only (Large et al., 2016). To determine the level of heterogeneity in the PCx PV cell population,
we calculated the level of PV staining intensity in both PV+TOM+ and PV+TOM- cells (Figure
1D). Surprisingly, we observed a bias of PV cell intensity toward the TOM+ population,
suggesting that the most mature cells are TOM positive. Indeed, we also observed a similar bias
for the intensity of WFA (Figure 1E), suggesting that the TOM+ cell population is a distinct
cellular subpopulation of all PV cells. Furthermore, only ~50% of the PV cells express TOM
in the PCx of P90 mice (Figure 1F). Given that the purpose of this study was to evaluate PV
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cell maturation in the PCx, a region for which this has not been previously evaluated, we chose
to not use PV-tdTom mice for subsequent in order to avoid potential bias in cell subtype. The
PV-tdTom mouse model provides the advantage of detecting PV+ cells with very low PV
expression levels, and in the adult PCx ~30% of TOM+ cells have undetectable levels of PV
staining (PV-TOM+ group in Figure 1F). Thus, by ignoring the PV-TOM+ cell population, we
may be missing information regarding the immature low-activity PV cells. However, this
population only represents ~16% of detected PV cells in the PCx (Figure 1F). Thus, the
quantification of PV staining levels in the PCx provides a fairly accurate picture of PV cell

maturation despite not taking into account PV cells with undetectable levels of PV expression.
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Figure 1. PV cell maturation Kinetics depends on brain region and cell subtype in the PCx.

(A) Representative images of PV, TOM and WFA staining in the Hc (DG and CA1), PCx, BLA, mPFC, and V1 at
P100 in PV-tdTom mice. (B) Number of PV and TOM positive (+) cells in the He (DG and CA1-3), PCx, BLA, mPFC,
and V1 at P100 in PV-tdTom mice. (C) Percentages of TOM+ cells stained for PV and PV+ cells stained for WFA in
the He (DG and CA1-3), PCx, BLA, mPFC, and V1 at P100 in PV-tdTom mice. (D) Representative image and
quantification of PV staining intensity in TOM negative (TOM-) and TOM+ cells in PCx. Scale bar, 10 um. (E)
Representative image and quantification of WFA staining intensity in TOM- and TOM+ cells in PCx. Scale bar, 10
pm. (F) Distribution of TOM+ and TOM- cells in the identified PV cell population. All values = SEM; n = 3 mice per
group; one-way ANOVA, post hoc Tukey’s or Dunnett’s test in (B, C); #-test in (D, E); *P < 0.05, **P < 0.01, ***pP
<0.001.
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Piriform cortex matures late and depends on non-cell-autonomous OTX2

Compared to V1 in which PNN formation is highly enriched after CP closure (Pizzorusso et
al., 2002; Lee et al., 2017), we observed significantly reduced PNN enrichment in the PCx of
adult mice (Figure 1C). Given that PNNs around PV cells are a hallmark of consolidation and
reduced plasticity, we hypothesized that this associative cortex remains plastic at P90. To more
fully characterize PV cells in this 3-layered region, we separated analysis between the aPCx
and posterior PCx (pPCx) subregions, which have different cytoarchitecture and connectivity
(Neville and Haberly, 2004), and focused on cortical layers 2 and 3 given the absence of PV
cells in layer 1 (Ekstrand et al., 2001; Suzuki and Bekkers, 2010). We also analyzed PV cells
in P400 mice to determine whether the PV expression kinetics beyond P100 is either stable or
continues to mature. For both ages, we observed no differences between the aPCx and pPCx,
but found a significant increase in the number of PV cells in both aPCx and pPCx at P400
(Figure 2A). Throughout the brain, PV cells are a heterogeneous population with varying
degrees of PV expression showing different stages of maturity. Previous studies in the HC have
shown that low or high PV states are associated with increased GABAergic or excitatory
synaptic inputs to the PV cells themselves, respectively (Donato et al., 2013). The low state
corresponds to a plastic state in contrast to the high state which suggests a consolidated state.
Thus, we defined a PV cell classification based on the level of PV staining intensity. The
distribution of PV cells is similar between PCx regions and depends on age (Figure 2B). In
younger animals, the PV cell group with the lowest PV intensity (PV-low) represents almost
50% of the total number of PV cells, whereas in older animals, PV-low is the least represented
class (Figure 2B).

Since OTX2 is secreted from the choroid plexus into the CSF, recognizes PNN, and is
internalized in PV cells regulating their maturation in several cortices (Spatazza et al., 2013;
Lee et al., 2017; Vincent et al., 2021), we thought that it could be potentially involved in PCx
maturation. Similar to PV staining, both OTX2+ and WFA+ cell numbers increased with age
(Figure 2C). Furthermore, the percentages of PV+ cells co-stained with WFA and the
percentage of OTX2+ cells co-stained with PV also increased in P400 mice (Figure 2C). Taken
together, these results show that the expression of PV and WFA and the accumulation of OTX2
is age-dependent, and that the PCx undergoes late maturation compared to other cortices.
However, while the kinetics of the distribution of PV staining intensity do not differ between
aPCx and pPCx, we observed a significant increase in WFA staining intensity at P400 compared

to P100 only in the aPCx (Figure 2D), suggesting that it matures differently.
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Figure 2. The piriform cortex matures late and depends on non-cell-autonomous OTX2.

(A) The number of PV+ cells in aPCx and pPCx at P100 and P400 (n = 3-4 mice per group). (B) The distribution of
the level of PV staining intensity in aPCx and pPCx at P100 and P400. Inset shows example images of PV staining
intensity for each category (from left to right: low-PV staining, intermediate-low-PV staining, intermediate-high-PV
staining, high-PV staining; n = 3-4 mice per group). (C) Representative images and quantification of the number of
PV+, WFA+, OTX2+ cells and percentage of PV+ cells stained with either WFA or OTX2 (n = 4-7 mice per group).
(D) The intensity of WFA staining in PV+ cells (n = 5 mice per group). (E) The number of PV+, WFA+, and OTX2+
cells the number of PV+ cells stained for WFA in P400 WT and PV-scFvOtx2 mice (n = 4-10 mice per group). (F)
Representative images and quantification of the number of cells expressing Pvalb mRNA in PCx and V1 layer IV of
WT and PV-scFvOtx2 P400 mice (n = 3 mice per group). Scale bar, 100 pum. (G) Quantitative PCR analysis of
plasticity-related genes and Pvalb (n = 4-5 mice per group). (H) Quantitative PCR analysis of ECM components (n =
4-5 mice per group). (I) Quantitative PCR analysis of Chst genes (n = 4-5 mice per group). All values = SEM; one-
way ANOVA, post hoc Tukey’s (A, D, F- I); two-way ANOVA in (B); #-test in (C, E); *P < 0.05, **P < 0.01, ***pP
<0.001.

To investigate the role of OTX2 in critical periods, we generated PV::Cre;scFvOtx2'¢°
knock-in mouse lines (PV-scFvOtx2 hereafter) in which a neutralizing single-chain variable
fragment (scFv) against OTX2 is secreted from PV cells and traps OTX2 in the extracellular
milieu (Bernard et al., 2016). Blocking OTX2 prevents its recognition by PNN and thus its
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accumulation around PV cells and subsequent internalization. To follow PV cell maturation,
P400 PCx sections were stained for OTX2, PV, and WFA (Figure 2E). The expression of scFv-
OTX2 reduces the number of OTX2+ cells by ~75%, the number of WFA+ cells by ~50%, and
the number of PV+ cells by ~30%. Furthermore, the number of PV+ cells that have PNNs
(WFA+PV+) is significantly reduced compared to WT (Figure 2E). To verify whether the
reduction in the number of PV-stained cells was not due to a loss of PV cells, we performed
RNAscope in situ hybridization (ISH) comparing V1 to PCx in both WT and PV-scFvOtx2
mice (Figure 2F). We found no difference in Pval/b RNA levels between genotypes, suggesting
that the decrease in PV cell number is due to a relative increase in the PV-low population that
cannot be detected by PV staining. Thus, blocking extracellular OTX2 delays the maturation of
the PCx suggesting that OTX2 could act as a regulator of PCx plasticity as it does in V1, Al,
and mPFC (Lee et al., 2017; Vincent et al., 2021).

To determine whether the changes in PV and WFA staining observed at P400 in both WT
and PV-scFvOtx2 animals are due to altered expression of plasticity-related genes and genes
related to PNN components, we quantified mRNA levels from micro-dissected PCx (aPCx and
pPCx combined). The expression of plasticity-related genes did not differ between P90 and
P400 WT mice, nor between P400 WT and PV-scFvOtx2 mice (Figure 2G). However, PV
expression decreased by more than 50% at P400, in both WT and PV-scFvOitx2 mice (Figure
2@G). Given that the number of PV-stained cells increase between P100 and P400 WT mice, this
decrease in mRNA suggests that PV expression is largely regulated at the level of translation
such that Pvalb mRNA and PV protein levels are not correlated.

PNNs are dynamic ECM structures composed of hyaluronan, chondroitin sulfate
proteoglycans (CSPGs), and scaffolding proteins that typically condense around PV cells
(Fawcett et al., 2019). The timely synthesis or degradation of ECM are important features of
development, morphogenesis, tissue repair, and plasticity, and the ADAM and MMP families
of extracellular proteases are often involved in ECM remodeling (Huntley, 2012; Kelwick et
al., 2015), while tenascin-R (TNR) and the HAPLN family are involved in PNN stabilization
(Deepa et al., 2006). Among the various genes we analyzed, Adamts9, Mmp9, and Haplnl are
the only ones with significant increases in gene expression between P100 at P400 WT mice
(Figure 2H), suggesting that the PCx PNN is reorganized in aged mice. The proteases and
HAPLNI should have opposing effects on PNN stability, but the net effect is an increase in
PNNs with age (Figure 2B). On the other hand, PV-scFvOtx2 mice have increased Adamts9
and Mmp9 expression compared to P400 WT mice, with no change in Haplnl, which could
explain the observed decrease in PNNs in these mice (Figure 2E). Because OTX2 preferentially
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recognizes di-sulfated CSPGs and participates in a feedback loop to increase PNN expression
(Di Nardo et al., 2018), we also quantified the expression of chondroitin sulfate transferase
(Chst) family. These enzymes add sulfates to N-acetylgalactosamine (GalNac) of chondroitin
sulfate (CS) (Mikami and Kitagawa, 2013), leading to several CSPG subtypes for which the
pattern of sulfation defines their charge structure, binding affinities, and biological functions
(Kitagawa et al., 1997; Sugahara and Mikami, 2007; Testa et al., 2019). CHST3 and CHST7
sulfate at position 6 (6S) on GalNac, while CHST11, CHST13, and CHST14 sulfate at position
4 (4S) on GalNac, which can be subsequently sulfated on position 6 by CHST15 to give 4S/6S
di-sulfated CS. The level of 6S has been shown to decrease with age, while the 4S/6S ratio
increases with cortical maturation (Miyata et al., 2012). Only Chst3 has altered expression and
decreases in P400 WT mice (Figure 2I), which is consistent with decreasing 6S levels in
neocortex with age (Miyata et al., 2012). While a similar decrease is also observed in PV-
scFvOtx2 mice, they also have increased expression of Chst7, Chstll, and Chstl3, which
provide mono-sulfated CSPGs (CS type-A and type-C) and the precursors for di-sulfated
CSPGs (CS type-D and type-E). While we observe no change in Chstl5, which provides di-
sulfated CSPG (type-E) that bind OTX2 (Beurdeley et al., 2012; Miyata et al., 2012), the
decreased OTX2 uptake by PV cells in PV-scFvOtx2 mice is very likely affecting sulfation
patterns in the ECM of the PCx.

The piriform cortex undergoes remodeling after acute reduction of OTX2 transfer

Because the PV-scFvOtx2 mouse model results in brain-wide disruption of OTX2 transfer into
PV cells, we performed acute OTX2 loss-of-function locally in PCx to ensure that our
observations are due to intrinsic changes. We used a double-floxed inverse open (DIO) reading
frame AAVS-EF1a-DIO-GFP-2A-scFvOtx2 virus injected in PCx of PV::CRE mice for
conditional PV-cell-specific expression, and detected GFP expressing neurons in both aPCx
(AP +1.5 from bregma) and pPCx (AP -0,5 from bregma) 3 weeks after injection at P90 (Figure
3A). As with the PV-scFvOtx2 mice at P400, we observed an extensive loss of OTX2+ cells,
and a ~50% loss of WFA+ cells. For PV+ cells, there was no difference in the aPCx while there
was a significant decrease in the pPCx (Figure 3B). Nevertheless, scFvOtx2 expression
decreased PV cell maturation in both aPCx and pPCx, as assessed by the decrease of WFA and
OTX2 staining around and in PV cells, respectively (Figure 3C). Although the number of PV
cells in aPCx was unchanged, the distribution in PV staining intensity was significantly shifted
towards the low-intensity population (Figure 3D). This shift was even more dramatic in the

pPCx. Furthermore, not only does the number of WFA+ cells decrease after scFvOTX2
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expression (Figure 3B), but so does the average WFA staining intensity per cell (Figure 3E).
While gene expression analysis showed no change in most genes, including Pvalb, there was a
>6-fold increase in Mmp9 expression (Figure 3F), reminiscent of the Mmp9 expression increase
in PV-scFvOtx2 mice at P400 (Figure 2H). Moreover, the increase of Chst14 after scFv-OTX2
expression shows that the sequestration of OTX2 impacts here again the sulfation patterns of
CSPGs (Figure 3G). Taken together, these results suggest that blocking locally extracellular
OTX2 decreases the maturation of PV cells in the PCx.
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Figure 3. The piriform cortex undergoes remodeling through acute loss of function of OTX2.

(A) The injection paradigm and virus design. (B) The number of PV+, WFA+, and OTX2+ cells in the PCx of P90
PV::CRE mice, 3-weeks after stereotaxic injection of virus expressing GFP (control) or scFv-Otx2 (n = 4 mice per
group). (C) The quantification of PV cell maturation by the number of PV+ cells stained for either WFA or OTX2 (n
=4 mice per group). (D) The distribution of PV staining level (n = 4 mice per group). (E) The staining intensity of
WFA in PV+ cells in PCx (n = 5 mice per group). (F, G) Quantitative PCR analysis of ECM components and Chst
genes (n = 7-8 mice per group). All values + SEM; #-test; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001.
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Acute OTX?2 expression triggers PV cell maturation

To further investigate the role of OTX2 in PCx maturation, we used a conditional AAVS-EF1a-
DIO-GFP-2A-Otx2 virus in PV::CRE mice for acute OTX2 over-expression. We observed the
same distribution in GFP expression in PCx as for loss-of-function injection (Figure 4A).
Interestingly, we found that locally expressing OTX2 in PCx PV cells increases the number of
PV+ cells only in pPCx and in both regions for WFA (Figure 4B), which is a pattern similar to
OTX2 loss-of-function for which the number was decreased (Figure 3B). Here, this could be
explained by the absence of a significant increase in OTX2+ cells in the aPCx (Figure 4B). In
both aPCx and pPCx, the acute expression of OTX2 in PV cells triggers PV cell maturation, as
shown by the increase in the number of PV+ cells surrounded by WFA or co-staining for OTX2
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Figure 4. Acute OTX2 expression triggers PV cell maturation.

(A) The injection paradigm and virus design. (B) The number of PV+, WFA+ and OTX2+ cells in PCx of PV::CRE
mice, 3-weeks after stereotaxic injection of virus expressing GFP (control) or Otx2 (n = 5 mice per group). (C) The
quantification of PV cell maturation by the number of PV+ cells stained for either WFA or OTX2 (n = 5 mice per
group). (D) The distribution of PV staining level (n = 5 mice per group). (E) The staining intensity of WFA in PV+

cells in PCx (n = 5 mice per group). (F, G) Quantitative PCR analysis of ECM components and Chst genes (n = 6-12
mice per group). All values £ SEM; #-test; *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001.

73



(Figure 4C), and by the significant shift in PV staining intensity towards the high-intensity
population (Figure 4D). While WFA intensity did not change in aPCx, it was increased in the
pPCx (Figure 4E). Analysis of PNN component gene expression in PCx revealed an increase
in Adamts9 as well as Chst3, Chsti3, and Chstl4 (Figure 4F-G), suggesting OTX2

overexpression causes PNN reorganization and changed sulfation patterns.

Impact of OTX2 in olfactory performance

To test whether acute changes in OTX2 levels within PV cells impacts PCx activity, we
determined whether engaged olfaction by mice injected with AAV8-EF1a-DIO-GFP-2A-
scFvOtx2 or AAVS8-EF1a-DIO-GFP-2A-Otx2 showed altered cFos staining compared to
control-injected mice (Figure 5A, S1). Mice were sacrificed either at 1.5 h, or 3 h after a 20-
minute session involving random presentation of 4 different odors. While the number of cFos+
cells as well as cFos staining intensity increased in the PCx compared to untreated control mice,
the effect was larger in pPCx (Figure 5B, S1). In mice injected with AAVs, we observed no
change in cFos+ cell density in aPCx compared to control at 3h, but observed a significant
decrease in the pPCx of the acute loss-of-function mice compared to control mice (Figure 5B).
Interestingly, while cFos staining intensity increased in the PCx of all AAV-injected mice, the
increase was significantly higher in GFP+ cells in the aPCx of both models, and in the pPCx of
the loss-of-function model (Figure 5C). However, the overall intensity of PV staining was
decreased in cFos+ cells across the PCx of the loss-of-function model compared to control and
the gain-of-function model (Figure 5D), suggesting that reducing OTX2 transfer decreases PV
staining but not activity.

To test whether acute decrease in OTX2 levels within PCx PV cells impacts animal behavior,
we evaluated olfactory memory in mice injected with AAV8-EF1a-DIO-GFP-2A-scFvOtx2
compared to control-injected mice. Olfactory performance was evaluated at P100 using a 3-
chambered odor preference test (Figure 5E). Odor memory was acquired by 4 different 5-
minute sessions within 48 h during which the same odor was presented in both chambers. Odor
memory was tested 4 days later by changing the odor in one chamber and measuring the time
spent near the odors in each chamber (Figure 5F). The loss-of-function mice showed decreased
overall olfactory interest by spending less time investigating the odors. Furthermore, they were
significantly less interested in the novel odor compared to control mice, suggesting that

reducing OTX2 transfer to the PCx PV cells decreases olfactory memory.
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Figure 5. Altered olfactory memory through PV cells plasticity.

(A) Experimental paradigm for odor representation. (B) Representative images and quantification of the number of
cFos+ cells in aPCx and pPCx, 3 h after odor representation in mice with virus expressing GFP (control), scFvOitx2,
or Otx2 (n =5 mice per group). Scale bar, 100 pm. (C) cFos staining intensity in GFP- and GFP+ in aPCx and pPCx
3 h after odor representation in mice with virus expressing GFP (control), scFvOtx2, or Otx2 (n = 5 mice per group).
(D) PV staining intensity in cFos+ cells in aPCx and pPCx 3 h after odor representation in mice with virus expressing
GFP (control), scFvOtx2, or Otx2 (n =5 mice per group). (E) Experimental paradigm for odor memory test. (F) Time
spent exploring both novel and familiar odorants during the memory test, and investigation ratios representing time
spent exploring the novel odor. All mean ratios are significantly different from the chance level represented by the
dashed line (n = 11 mice per group). All values + SEM; one-way ANOVA, post hoc Tukey’s in (B-D); #-test in (F);
*P<0.05, **P <0.01, ¥**P <0.001.
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Figure S1. Analysis of cFos activation after olfaction in WT mice.

The quantification of cFos staining was carried out in aPCx (grey bars) and pPCx (striped bars) of untreated mice
(control, CTL) and mice 1.5 or 3 h after odor presentation. (A) The number of cFos+ cells. (B) The percentage of PV+
cells co-stained with cFos. (C) The quantification of PV staining intensity. (D) The quantification of cFos staining
intensity. All values +SEM; one-way ANOVA with post hoc Tukey’s; n = 3 mice per group; *P < 0.05, **P < 0.01,
kP <0.001.
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Discussion

In this study, we focused on the maturation of the PCx, a paleocortex that receives direct
synaptic input from the OB, unlike sensory areas of the neocortex for which input is relayed
through the thalamus. In the P90 adult PCx, PV cell maturation, as defined by PV and PNN
expression, and PV cell density are similar to higher order cortical areas, such as mPFC, but do
not reach the elevated levels of V1. At P90, V1 is considered non-plastic while the mPFC,
which is implicated in juvenile critical periods, is likely heterogeneous in its plasticity owing
to its associative networks. Thus, as expected, the associative nature of PCx results in PV
maturation that aligns more with mPFC than with neocortical primary sensory areas. However,
the non-patterned occurrence of PNNs in PCx suggests that microcircuits may experience
critical periods, similar to the mPFC, although these may be protracted given that significant
maturation is only observed at P400. These microcircuits may be dependent on the nature and
source of long-range inputs, such as olfactory area nucleus, BLA, mPFC, HC and/or entorhinal
cortex, and we did not discern a layer-specific pattern of PV cell activation within either aPCx
or pPCx. Future tracing studies may shed light on whether distributed yet specific PV cell
networks are stabilized and matured by specific inputs from PCx or other brain regions.

The absence of PV cell maturation in the PCx of PV-scFvOtx2 mice and the direct influence
of altered OTX2 levels on PV and PNN staining point to a role for OTX2 in regulating PCx PV
cell maturation. Such OTX2 activity is complex and can occur at several levels by not only
modulating the expression of PNN-related genes but also epigenetic-related genes such as
Gadd45b (Hou et al., 2017; Lee et al., 2017; Sakai et al., 2017; Apulei et al., 2019). Long-term
reduction of OTX2 in the PCx results in increased expression of Adamts9 and Mmp9, which
proteolyze proteoglycans (Huntley, 2012; Lemarchant et al., 2013) and would account for lower
PNN levels through matrix reorganization in P400 mice. We also observed increased expression
of Chst7, Chstll, and Chstl3, which may alter the pattern of CSPG sulfation (Mikami and
Kitagawa, 2013). Together, these changes in gene expression may account for the observed
decrease in WFA staining. However, we have not tested all PNN-related enzymes and it
remains possible that OTX2 affects the expression of other sulfation and epimerization enzymes
as well as chondroitin synthesizing and polymerizing enzymes, such as Chsy and Chpf,
respectively. Future RNA sequencing studies focused on PCx PV cells will be required to assess
the extent of changes in gene expression caused by altering local OTX2 levels.

By directly expressing Otx2 in PCx PV cells, not only did PV staining and PNN
accumulation increase, but also the number of PV+ cells, suggesting that some PV cells are in

a form of quiescence but nevertheless available when solicited. Furthermore, changes in PV
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cell maturation were found to be region-dependent. Although viral expression was uniform
throughout PCx, the effect of both loss- and gain-of-function paradigms was strongest in the
pPCx. While changes in the distribution of PV staining levels, the number of OTX2+ cells, and
the number of WFA+ cells were similar in aPCx and pPCx, the number of PV+ cells changed
significantly only in pPCx. In addition, we find that OTX2 levels in PCx PV cells impact
olfactory memory in adult mice. The behavioral paradigm consisted in several acquisition
sessions followed by a memory test 4 days later. It is therefore possible that the poorer
performance of mice with reduced OTX2 levels is related either to a learning deficit during the
acquisition sessions or to a memory defect. To distinguish between these hypotheses, we could
either increase the number of acquisition sessions to reinforce learning or shorten the time
between acquisition and memory testing. At this juncture, we do not know whether or not there
are critical periods of plasticity in the PCx. We have previously proposed a two-threshold model
of plasticity based on the level of OTX2 accumulation in PV cells (Spatazza et al., 2013;
Prochiantz and Di Nardo, 2015), and given the sensitivity to PV cells to OTX2 levels, it is likely
that PCx plasticity is also based on a similar model but that the kinetics of OTX2 accumulation
are slower.

Further work is needed to determine the role of PV cell activity for odor-driven behavior.
Direct inhibition of PV cell activity in associative brain regions, such as mPFC or HC, can
activate circuits that alter fear behavior (Donato et al., 2013; Courtin et al., 2014). PV cell
activity is modulated by disinhibitory circuitry driven by VIP interneurons in the aPCx (Canto-
Bustos et al., 2022), and similar VIP-controlled circuits exist in the HC for fear behavior and
learning (Donato et al., 2013), and in the primary motor and visual cortices during motor
learning (Donato et al., 2013; Fu et al., 2014). However, these forms of learning and plasticity
may not be relatable to critical period plasticity given that VIP-mediated disinhibition is not
implicated in critical period timing in sensory cortices (Takesian et al., 2018). Previous studies
have shown rostro-caudal asymmetry in inhibition levels within aPCx, with prominent role for
somatostatin interneurons (Luna and Pettit, 2010; Large et al., 2018). While we do not find
differences in PV cell density or staining levels across the aPCx, the pPCx seems to be more
plastic, with higher cFos levels after odor stimulation that are changed by reducing OTX2
levels.

How PV staining levels correlate with plasticity and affects behavior remains unknown, but
a recent study using a mouse model for PV-cell-specific deletion of Ntrk2 (gene for TrkB
protein) showed delayed PV cell maturation and altered cortical networks in the PCx (Lau et

al., 2022). While the impaired PV cell function resulted in aberrant spike patterns of PCx
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pyramidal cells in response to sensory input and in a paradoxical decrease in overall network
excitability (Lau et al., 2022), it remains possible that this impairment may be due to global
changes in brain function given that the PV cell deletion of TrkB is brain-wide in their model.
Another recent study involving optogenetic stimulation of slice preparation showed that
recurrent inhibition from aPCx PV cells gated output in layer-specific manner and that
functional plasticity driven by enhanced PV cell inhibition of superficial pyramidal cells (Jiang
etal., 2021). Indeed, inactivation of aPCx PV cells can increased pyramidal cell firing rates and
promote LTP (Canto-Bustos et al., 2022). Thus, PV cells have the potential to continually shape
PCx output in response to sensory input. However, how this potential may change during aging
remains to be addressed. Morphological changes in PV cells could alter the extent of feedback
connections while PNNs may restrict functional plasticity and favor sub-networks with long-
range connections to other olfactory or associative brain regions. How OTX2 regulates this
heterogeneous population of interneurons, either by transcription, translation, or chromatin

regulation (Di Nardo et al., 2018), remains to be discovered.
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Abstract

Glycosaminoglycan (GAG) mimics with high specificity are lacking to probe GAG
physiological functions, which include extracellular interactions that impact brain physiology.
We have synthesized sulfonated peptide analogues of chondroitin sulfates that specifically
interact with OTX2 and SEMA3A proteins, which are keys actors of critical period plasticity.
When injected in adult mouse medial prefrontal cortex, these GAG mimics diffuse rapidly and
remain stable for several days. Injection in adult mouse visual cortex induced histological and
functional hallmarks of reopened brain plasticity for ocular dominance, confirming their

potential for basic research and pharmacology.
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Introduction

GAGs are sulfated polysaccharides found on cell surfaces and in the extracellular matrix (ECM)
where they interact with a large number of proteins (cytokines, growth factors, serpins, etc).
Proteoglycans, such as chondroitin sulfate (CS) and heparan sulfate which predominate in
biology, consist of a protein backbone to which are linked chains containing hundreds of
disaccharide repeats. A fascinating characteristic of GAGs is that their polysaccharide units are
modified through epimerisation, N- and O-sulfation, and deacetylation, and thus can be finely
tuned for interactions. Consequently, they present non-regular sequences with specific affinity.

In postnatal brain development, specific sulfation patterns are crucial for the timing of
critical periods, which are short windows in time during which a given neural circuit is highly
plastic. These periods are necessary for proper environmental adaptation and arise from the
maturation of cortical inhibitory GABAergic parvalbumin (PV) interneurons (Reh et al., 2020).
This maturation is driven by non-cell autonomous activities of the Otx2 homeoprotein
transcription factor: OTX2 is synthesized outside the cerebral cortex, transported in the
extracellular milieu, and internalized specifically by PV cells (Di Nardo et al., 2020). This
internalization specificity is mediated by disulfated CS type D (CS-D) or type E (CS-E, Fig.
la) contained within as specialized ECM called perineuronal net (PNN) enwrapping these cells
(Beurdeley et al., 2012; Miyata et al., 2012). Thus, plasticity timing is controlled in part by the
interaction of GAGs with OTX2. Interfering with OTX2-GAG interactions provides an
approach to disrupt critical periods for fundamental research and therapeutic applications
(Prochiantz and Di Nardo, 2015).

To unravel the extraordinary complexity of GAG-protein interactions, defined compounds
are necessary. Unfortunately, both the extraction of pure compounds from natural sources and
the chemical or enzymatic synthesis of GAG fragments remain difficult and inefficient (low
yield mixtures). However, protein binding to GAGs involves non-specific electrostatic and
specific interactions for which correct space distribution of charges are critical (Johnson et al.,
2006). Therefore, an effective strategy could involve a scaffold approach allowing for spatial
presentation of sulfates and carboxylates. Modified natural and synthetic polymers along with
peptide nanofibers have been proposed as GAG surrogates, but they lack sequence modulations
and show mainly non-specific electrostatic interactions with proteins (Sangaj et al., 2010;
Henry and Desai, 2014; Arslan et al., 2016; Malineni et al., 2017). Peptide mimics with sulfated
tyrosine have nonetheless shown promise as heparin or heparan sulfate surrogates (Yamaguchi

et al., 2008; Connell et al., 2012).

87



Previously, we used an approach based on a poly-lactose scaffold whereby the D-GalNAc
in natural CS was replaced by D-Gal and the number of synthetic steps was reduced by half by
starting from a lactose disaccharide (Despras et al., 2013). While a hexasaccharide (hexaCSE,
Fig. 1b) showed promising mimicry, longer and more diverse oligosaccharides mimics with
alternative scaffolds are now required. A promising approach for structure modulation involves
peptides with either sulfated tyrosines (Maynard and Hubbell, 2005; Kim and Kiick, 2007) or
sulfated serines (Vazquez-Campos et al., 2005), even though they show limited stability. Given
that GAGs have an extended structure (e.g., heparin, PDB: 1hpn) with sulfates and carboxylates
aligned along the main axis, we hypothesized that peptide analogues are ideal candidates for
GAG mimics as they can provide a scaffold with spatially represented charges and are relatively

easy to synthesize by a solid phase strategy.
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Figure 1. Chemical structure of repeat units.

(a) Chondroitin-4,6-sulfate, CS-E. (b) poly-lactose scaffold, hexaCSE (Despras et al., 2013). (¢) The
GAG mimic peptide scaffolds: EC'C'A and EC'AC', where C' represents cysteic acid. (d) The
fluorescein-KK-(EC'AC")s structure.

Material and Methods

Peptide Chemistry

Peptide synthesis

Peptides were synthesized by solid-phase on an Applied Biosystems 433 using Rink Amide
MBHA resin (100-200 mesh, 0.62 mmol/g) by Fmoc strategy on a 0.1 mmol scale and
HBTU/DIEA coupling steps with 10 equiv of each amino acid (1 mmol): Fmoc-Glu(OtBu)-
OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Ala-OH, and Fmoc-6-aminohexanoic acid (as a spacer at the

N-terminus) were selected. The spacer and the biotin sulfone were coupled manually on the
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peptidyl-resin on 0.05 mmol scale: removal of Fmoc group of the last residue by 20% piperidine
in N-methyl-2-pyrrolidone (NMP) for 3 min, 5 min then 10 min, and then washes with NMP;
coupling step by activation of Fmoc-6-aminohexanoic acid (5 equiv, 0.25 mmol) by HBTU (4.5
equiv) and DIEA (10 equiv) in NMP for 3 min and then addition of this activated solution on
the resin, 3 h stirring at RT, then washes with NMP; removal of Fmoc group of the spacer by
20% piperidine in NMP (3 min, 5 min then 10 min), washing with NMP, overnight coupling
with biotin sulfone, then washes (NMP, CH2Cl,, MeOH) and drying. Resin cleavage: mixture
of TFA/water/ethanedithiol/triisopropylsilane (94/2.5/2.5/1, v/v) stirred with resin for 150 min
at RT; resin was filtered off and the peptide was precipitated by diethyl ether and collected by
centrifugation; pellet was suspended in water (insoluble) and lyophilized.

Fluorescein labeled KK-(EC'AC')s was prepared by coupling two peptides:
bromoacetamido-Ahx-(EC'AC'")s and 5(6)-carboxy-fluorescein-KKC-(NH). The first peptide
bears a reactive bromoacetamido in N terminus, which was chosen to resists the oxidation
protocol used for the preparation of cysteic acids in the EC'AC' sequence. Bromoacetic acid
was coupled after activation by DIC (N,N'-Diisopropylcarbodiimide), (5eq Br-CH>-COOH, 4,5
eq DIC, DMF), and protected from light. The second is a tripeptide composed of 2 lysines and
a cysteine with a free SH group as a reactive group. A 5(6)-carboxy fluorescein was added in
N-terminus position. These peptides were prepared according to the general protocol. The two
peptides were combined in degassed ammonium bicarbonate buffer (pH 7.9) under inert
atmosphere, protected from light, and the final conjugate was purified by HPLC (30 min
gradient from 1 to 30 % CH3CN (0.1 % TFA) in water with abs 220 nm. After lyophilization,
the peptide was dissolved in milliQ water and neutralized (aq NaOH) to pH 7.9. The final

concentration was 83 uM.

Peptide Oxidation

A performic acid solution (2 mL) was prepared at RT by mixing H>O> (70 pl, 35% in water)
with formic acid (1.93 mL, purity 99%). The resulting solution was stirred 1 h at RT then cooled
(0 °C) before use. Peptide (10 mg) was dissolved in the performic solution (1 mL) at 0 °C
(sonication needed for dispersion). After stirring for 15 h at 0 °C, the solution was diluted with

water (6 mL) and neutralized with aq. ammonia (pH=7), and lyophilized.
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Peptide purification and storage

Crude peptides were desalted on Sephadex G25 Fine (Pharmacia), with 10% acetic acid in
water, and lyophilized. Peptides were purified with a HPLC preparative column (XBridge C18,
5 um, 19 mm x 50 mm) with Waters 600 pump and controller and Waters 2487 dual absorbance
detector. Flow rate was 10 ml/min with eluent A (H20, 0.1% TFA) and eluent B (CH3CN, 0.1%
TFA). General elution conditions were isocratic 0% eluent B for 2.5 min then 0 to 10% gradient
eluent B for 10 min. Pure fractions were lyophilized and stored at -20 °C. For biological
evaluation, concentrated peptide solutions (ca. 3 mg/ml, ca. 1 mM) were prepared by dissolving

in water (neutralization using concentrated aq. NaOH to pH 7) and kept at -20 °C.

Peptide characterization by MALDI-TOF

MALDI mass spectra were performed on a 4700 Proteomics Analyzer MALDI-TOF-TOF
(AB Sciex), equipped with a 355-nm Nd-YAG laser (200 Hz), in linear negative mode, by
using a guanidinium derivative, pyrenemethylguanidine (pmg), and a p-nitroaniline in

EtOH matrix (Ohara et al., 2009).

Animals

All animal procedures were carried out in accordance with the guidelines of the European
Economic Community (2010/63/UE) and the French National Committee (2013/118). For
surgical procedures, animals were anesthetized with Xylazine (Rompun 2%, 5 mg/kg) and
Ketamine (Imalgene 1000, 80 mg/kg). This project (no. 00704.02) obtained approval from
Ethics committee n° 59 of the French Ministry for Research and Higher Education.

Brain infusions and immunohistochemistry

Three-month-old C57BL/6J mice (Janvier) were infused for 7 days into V1 (lambda: x = 1.7
mm, y = 0 mm, z = 0.5 mm) with various concentrations of GAG mimics (4 pM, 400 pM and
4 uM), using Alzet micro-osmotic pumps (0.5 pL/h). Animals were then perfused with PBS
and 4% paraformaldehyde. Cryostat sections (20 pm) were incubated overnight with primary
antibody anti-parvalbumin (rabbit, 1/500, Swant) and WFA-FITC (1/100, Vector), followed by
secondary antibody anti-rabbit Alexa Fluor-546 (1/2000, Molecular Probes) for 1 h. Images

were acquired with a Leica SP5 confocal microscope.
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Brain injections and immunohistochemistry

Three-month-old C57BL/6J mice (Janvier) were injected into mPFC (lambda: x = 0,25 mm, y
= 1,7 mm, z = 2,2 mm) and V1 (lambda: x = 1.7 mm, y = 0 mm, z = 0.5 mm) with 8§ uM of
GAG mimics, using Hamilton syringe (0.1 uL/min). Animals were then perfused with PBS and
4% paraformaldehyde. Vibratome sections (40 um) were incubated overnight with primary
antibody anti-parvalbumin (rabbit, 1/500, Swant), biotinylated Wisteria floribunda agglutinin
(Sigma L1516, 1/500), anti-FITC (goat, 1/1000, Abcam) and anti-OTX2 (mouse, 1/50, in
house) followed by secondary antibody Alexa Fluor- conjugated (1/2000, Molecular Probes)

for 1 h. Images were acquired with a W1 Spinning-disk microscope.

Dot blots

For competition assays, 400 pmol GAG mimic or hexaCSE (Despras et al., 2013) were
incubated 30 min at 37°C in 100 mM ammonium acetate with 1 pg of OTX2 protein (Bernard
et al., 2014) and with 3 pg of biotinylated RK-, AA- or SC-peptide (Eurogentec). Solutions
were spotted on a nitrocellulose membrane (ThermoFisher Scientific) and biotin was detected
with streptavidin-HRP (ThermoFisher Scientific) followed by chemiluminescence reaction
(ThermoFisher Scientific). Membranes were digitized by Fujifilm LAS-4000 and quantified
by densitometry with ImagelJ.

Gel shift

OTX2 protein (0.1 pg) was incubated at RT for 30 min with 40 fmol of biotinylated IRBP1
oligonucleotide (Eurogentec) and 4 pmol of (ECAC)5 or hexaCSE in 50 ng/ul dIdC, PBS.
Samples were separated on 6% native polyacrylamide gels at 100 V in TBE, transferred onto a
nylon membrane (Roche) at 380 mA for 45 min, and UV crosslinked (120,000 pJ/cm?,
Amersham). LightShift Chemiluminescent EMSA Kit (ThermoFisher Scientific) was used for
detection and membranes were digitized by Fujifilm LAS-4000 and quantified by densitometry
with Image].

Immunoprecipitation

Visual cortex of adult mice was dissected and lysed in homogenization buffer (0.32 M sucrose,
5 mM HEPES, 10 mM MgCl, and protease inhibitors). Samples were centrifuged (8 min, 1700
g) at 4°C and the supernatant was incubated 2 hours at 37°C with 5 nmol of GAG mimic. For
the competition assay, GAG mimics were pre-incubated 30 min with 50 nmol of biotinylated

RK-, AA- or SC-peptide at 37°C prior to incubation overnight at 4°C with streptavidin-coupled
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Dynabeads (Life Technologies). The beads were then washed with homogenization buffer and
heated 10 min at 95°C in Laemmli buffer (with DTT) to detach proteins for western blot

analysis.

Western blot

Immunoprecipitated proteins were seperated on NuPAGE 4-12% Bis-Tris pre-cast gels
(Invitrogen) for 1 h at 200 V and transferred onto a methanol-activated PVDF membrane
(Millipore) at 400 mA for 1 h. Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk for 1 h
before incubation with primary antibody anti-Sema3A (rabbit, 1/1000, Millipore) overnight at
4°C. Membranes were washed and incubated 1 h with secondary antibody anti-rabbit HRP-
linked (Cell Signaling). Membranes were digitized by Fujifilm LAS-4000 and quantified by

densitometry with ImagelJ.

Monocular deprivation and surgery for intrinsic optical imaging

Mice were anesthetized with Xylazine (Rompun 2%, 5 mg/kg) and Ketamine (Imalgene 1000,
80 mg/kg). The area surrounding the contralateral eye (left eye) to be sutured was trimmed and
wiped with 70% ethanol. Two mattress sutures were then placed and animals were checked
daily to ensure sutures remained intact.

For optical imaging, mice were anesthetized with urethane (1.2 g/kg, i.p) and sedated with
chlorprothixene (8 mg/kg, i.m.). Atropine (0.1 mg/kg) and dexamethasone (2 mg/kg) were
injected subcutaneously. Mice were placed in a stereotaxic apparatus and the body temperature
was maintained at 37°C.The exposed area was then covered by agarose (2.5%) and a glass

coverslip.

Visual stimulation and optical imaging recording

Visual stimuli were randomly displayed on a 21" LCD monitor located 20 cm in front of the
animal. Coordinates of the monitor were reprogrammed in order to maintain spatial and
temporal frequencies constant across the visual field’s eccentricities. Each stimulus consisted
of oriented sine-wave gratings drifting in one direction perpendicular to the orientation at a
temporal frequency of 1.5 Hz. Ten spatial frequencies (SFs) were tested, ranging from 0.0303
to 1 cycle per degree (cpd) in a logarithmic scale. Monocular stimuli were displayed for 5s. A
grey screen was presented between trials for 10s. Each SF was displayed 16 times with a

different orientation/direction.
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Optical images of intrinsic signals were recorded with a Dalsa 1M60 CCD camera controlled
with an Imager 3001 system (Optical Imaging Ltd). Images were acquired after a 2x2 pixels
spatial binning with a resolution of * 10.5 pm/pixel using a 135x50 mm tandem lens (Nikon)
configuration. The focal plane was set 400 pm below the cortical surface, and intrinsic signals
were acquired with a 700 nm illumination wavelength. The size of the recorded region was *
2.5 x 3.6 mm. Five frames of 1s duration each were stored right after the stimulus onset. For
data analysis, the last three recorded frames, which correspond to the strongest intrinsic signal,
were averaged and divided by the first recorded frame. The generalized indicator function
method was applied to identify the stimulus-related activity patterns (Yokoo et al., 2001). An
additional low-pass filter with a Gaussian kernel of 3 pixels SD was applied to smooth the data.
The ipsilateral eye was stimulated, the area of interest was delineated over the primary visual
cortex and the SF tuning curve in the binocular zone was calculated by averaging the response
for each SF stimulus. This curve was least-square fitted to extract visual acuity. For each eye,
the response integral (trapezoidal approximation) elicited by SFs was calculated. Ocular
dominance values ranged between -1 and 1 (ipsilateral and contralateral eye response,
respectively) and were calculated for each SF threshold with the contrast formula from the

response integral of each eye.

Statistical analysis
Analysis was performed with Prism 6 (GraphPad). Single comparisons were made by t-test,

whereas multiple group analyses were made by ANOVA followed by Tukey's posthoc test.

Results
A tetrapeptide can adopt a similar length to a CS disaccharide (0.8 nm). We chose to mimic
disulfated CS, such a CS-E (Fig. 1a), by replacing each disaccharide unit with a tetrapeptide
while keeping the chemistry as simple as possible: glutamate to mimic uronic carboxylate; two
cysteic acids to mimic sulfates; and alanine for more rigidity (compared to glycine) and
hydrophobicity. Thus, each repeating unit will present a carboxylate group and two sulfonate
groups (same as 2:1 sulfate:carboxylate ratio for CS-E).

The sequences (ECCA), and (ECAC), (n = 3-6) were synthesized by Fmoc strategy on a
Rink Amide MBHA resin. A 6-aminohexanoic acid (Ahx) spacer was introduced at the N-
terminus and the peptidyl-resins were either acetylated (Ac) or acylated with a biotin sulfone

(Biot(SO2)). The peptides were cleaved from the resin by TFA and precipitated in diethyl ether
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to give either Ac-Ahx-(ECAC),-NH2, Ac-Ahx-(ECCA),-NH;, Biot(SO2)-Ahx-(ECAC),-NH>,
or Biot(SO2)-Ahx-(ECCA),-NH,. These precursors were oxidized with performic acid (Hirs,
1956; Moore, 1963) to give cysteic acid (C') peptides, then neutralized with aqueous ammonia
resulting in GAG mimics (EC'AC"), and (EC'C'A), (Fig. 1c), with either an acetyl or a biotin
sulfone at the N-terminus and an amide at the C-terminus. Crude sulfopeptides were desalted
on Sephadex G25, purified by reverse phase HPLC and characterized by mass spectroscopy.
Attempts to purify the precursors prior to oxidation were unsuccessful due to insolubility. These
GAG mimic peptides can be stored for months at -20 °C as sodium salts.

To evaluate affinity of the biotinylated (EC'C'A), and (EC'AC") , libraries to OTX2 protein,
we performed dot blots with nitrocellulose membranes for which sulfopeptide retention requires
interaction with protein (Fig. 2a). While OTX2 binding did not favor one motif over the other,
there was a clear increase in affinity as a function of n repeats (Fig. 2b). For comparison, dot
blots were performed with hexaCSE, which was previously shown to bind OTX2 and interfere
with its in vivo activity in the mouse brain (Despras et al., 2013). Sequences with n =4 or 5
repeats were found to bind to OTX2 equally as well as hexaCSE, while those with n = 6 were

found to bind 2- to 3-fold better.
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Figure 2. GAG mimics interact with OTX2.

(a) An example dot blot (DB) of biotinylated sulfopeptides incubated or not with OTX2 protein. (b) The
quantification of DB chemiluminescence with at least 3 duplicate experiments per data point. (¢) An
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) with biotinylated IRBP1 DNA probe and OTX2 protein
shows loss of shift when incubated with hexaCSE and (EC'AC')s. (d) Representative DB and
quantification of (EC'AC')s incubated with GAG motif peptide (RKpep) or control peptides (AApep,
SCpep). All values: N=3; mean = SEM; one-way ANOVA with Bonferonni posthoc test; **P<0.01.

To confirm that biotinylated sulfopeptides interact with OTX2 through its previously
identified GAG-binding site, we performed DNA chase and peptide binding experiments (Fig.
2c-e). In OTX2, a GAG-binding motif was identified in the first helix of its DNA-binding
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domain (Beurdeley et al., 2012), thus specific binding of GAG molecules may interfere with
DNA binding. Assays show that the (EC'AC')s mimic is able to chase the IRBP1 DNA probe
from Otx2 to the same extent as biotinylated hexaCSE positive control (Fig. 2¢). The GAG-
binding site in OTX2 (RKQRRER) contains an arginine-lysine doublet (RK) which when
mutated to an alanine doublet (AA), no longer binds ECM (Beurdeley et al., 2012) and causes
critical period defects in the Otx244 mouse model (Lee et al., 2017; Vincent et al., 2021). Dot
blot assays with peptides (15-mer) based on this motif were used to assess whether (EC'AC')s
binds specifically (Fig. 2d). While the wild type peptide (RKpep: RKQRRERTTFTRAQL)
retained the GAG mimic, the mutated peptide (AApep: AAQRRERTTFTRAQL) did not;
neither did a scrambled peptide (SCpep: RTQTRFRTRARLEQK) containing the same residues
as the RKpep but in random order (Fig. 2¢). These assays confirm the interaction is not simply
electrostatic but requires a specific residue sequence.

To measure the in vivo activity and specificity of biotinylated GAG mimics, we performed
biochemical and immunohistochemical analyses. OTX2 and Semaphorin-3A (SEMA3A) are
both key actors of visual cortex plasticity and share a similar motif for binding CS-E (Fig. 3a)
(Beurdeley et al., 2012; Dick et al., 2013). We first focused on SEMA3A, as cortical OTX2
levels are too low to be reliably detected biochemically (Prochiantz et al., 2014). In pull-down
experiments with lysates of adult mouse visual cortex, (EC'AC")s and (EC'AC')s but not
(EC'C'A)s interact with SEMA3A (Fig. 3b-c). The RKpep specifically disrupts SEMA3A
interaction with (EC'AC')s in these lysates (Fig. 3d-e), suggesting involvement of SEMA3A
GAG-binding motif.

a b Control (EC'AC), (EC'C'A); (EC'AC)), c (EC'AC),
Otx2 : RKQRRER - pid RKpep AApep  SCpep
Sema-3A : RKQRROR WB: Sema-3A . |

WB: Sema-3A

Sema-3A density (a.u.)
)

o =~ =~

o o o

Sema-3A density (a.u.

o §

0.
Control (EC'AC), (EC'C'A),(EC'AC), RKpep AApep  SCpep
(EC'AC),

Figure 3. GAG mimics interact with proteins in adult mouse visual cortex.

(a) Comparison of GAG-binding motifs. (b) Representative western blot (WB) and quantification for
SEMA3A from adult mouse visual cortex lysates after pull-down with GAG mimics retained on
streptavidin beads (Control is beads alone). (¢) Representative WB and quantification for SEMA3A
after pull-down with (EC'AC")s incubated with GAG motif peptide (RKpep) or control peptides (AApep,
SCpep). All values: N=3-6; mean = SEM; one-way ANOVA with Bonferonni posthoc test in (c,e); t-
test in (g,h); *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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To allow for histological detection, we added a fluorescein block with two lysines and a
cysteine to (EC'AC")s: fluo-KKC-(EC'AC')s. The lysines allow for paraformaldehyde cross-
linking that fixes the GAG mimic within histological sections, while the cysteine provides a
spacer that prevents the lysines from interfering with GAG binding. To measure the stability
and diffusion of fluo-KKC-(EC'AC")s in vivo, we performed stereotaxic injections into the
medial prefrontal cortex (mPFC) of postnatal day (P) 90 wild type (WT) mice. The diffusion
profile was assessed after 6h, 24h or 72h (Fig. 4a). For all 3 timepoints, the extent of diffusion
remains the same, suggesting that fluo-KKC-(EC'AC")s diffuses rapidly and remains stable (Fig.
4b). However, the extent of diffusion differs between the anterior and posterior directions, with
the mimic going much further in the anterior mPFC, perhaps due to the direction of flow of
cerebral spinal fluid and/or the presence of the corpus callosum which may act as a diffusion

barrier in the posterior direction.
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Figure 4. GAG mimics diffuse, are stable, and disrupt OTX2 transfer in vivo.

(a) GAG mimics injections paradigm. GAG mimics are injected into the mPFC of WT mice at P90.
Diffusion and stability are checked after 6h, 24h and 72h. (b) Diffusion distance of GAG mimics from
the injection site after 6h, 24h and 72h in mPFC. (¢) Images and Quantification of the number of WFA,
PV and OTX2 after 4 days post-injection in the mPFC. (d) Images and Quantification of the number of
WFA, PV and OTX2 after 4 days post-injection in V1. (e) Quantification of WFA morphology after 4
days post-injection in mPFC. Scale bar = 100 um. All values: N=5-7 mice.
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To determine whether the GAG mimic affects OTX2 transfer and thus PV cell maturation
levels, we analyzed PV, WFA and OTX2 staining in the mPFC and V1, 4 days after fluo-KKC-
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(EC'AC")s injection (Fig. 4c-d). PV levels, PNN condensation, and OTX2 accumulation were
all significantly decreased in both regions, suggesting that (EC'AC")s indeed interferes with
OTX2 transfer. A feedback loop exists between OTX2 accumulation in PV cells and assembly
of surrounding PNNs (Di Nardo et al., 2018). Not only do PNNs attract extracellular OTX2,
OTX2 activity in PV cells increases PNN expression. Thus, this reduction suggests that these
GAG mimics interfere with OTX2 signaling enough to break the feedback loop and diminish
PNN assembly. To further determine the effect on PV cell ECM, we analyzed the impact on
PNN morphology (Fig. 4e). PNNs normally show a stereotyped distribution with two high-
intensity peaks of WFA staining separated by a large valley, reflecting high accumulation near
the PV cell surface. Peptide injection resulted in an anarchic distribution of WFA staining, with
an increased number of peaks and decreased intensity levels (Fig. 4e), suggesting that PNN are
highly destabilized.

Interfering with OTX2 signaling in the adult visual cortex, even with modest 20-30%
decrease in OTX2 levels, has been shown to reverse PV cell maturation state and induce
plasticity in the adult visual cortex (Beurdeley et al., 2012; Spatazza et al., 2013; Bernard et al.,
2016). Given that fitc-KKC-(EC'AC')s injection potentially alters PV cell maturation levels, we
investigated their potential for promoting visual cortex plasticity in adult mice. We used a
paradigm that assesses changes in the natural ocular dominance (OD) of the contralateral eye
for V1 activity (Fig. 5a). After 4 days post-injection, mice underwent 3 days of monocular
deprivation (MD) and were then analyzed by optical imaging to assess V1 activity (Fig. 5b).
Compared to NaCl-injected control mice, the mice injected with fitc-KKC-(EC'AC")s displayed
enhanced V1 plasticity, resulting in increased activity in response to ipsilateral stimulation and
a decrease in the OD index (Fig. 5c). The plasticity observed here is thus the result of an increase
in the nondeprived eye response, which is typical of reopened OD plasticity in the adult mouse

(Hofer et al., 2006).
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Figure 5. GAG mimics reopen plasticity in the visual cortex.

(a) Injection paradigm. GAG mimics or NaCl are injected into the V1 of WT mice at P90. 4 days post-
injection monocular deprivation (MD) is performed, followed 3 days after by optical imaging. (b) Visual
maps of control (NaCl) and (EC'AC'")s mice. Contralateral (C) and ipsilateral (I) visual stimulations are
indicated with a white (non-deprived eye) or black (deprived eye) circle. The bottom panels show the
normalized OD map with the average value inset. (¢) Mice injected with (EC'AC")s show an increase in
OD plasticity compared with control mice injected with NaCl. (d) The activity of the ipsilateral eye is
increased after (EC'AC")s injection in V1. N=3-8 mice.

Discussion
The in vivo pull-down and injection experiments suggest that (EC'AC'), and (EC'C'A), mimics
can provide some specificity and selectivity. While Otx2 shows no preference for either motif
in vitro, SEMA3A interacts with the (EC'AC"), motif but not the (EC'C'A), motif in brain
lysates. In vivo injection experiments also demonstrated that (EC'AC'")s peptides are stable and
can sufficiently interfere with OTX2 signaling to break the PNN-OTX2 feedback loop and
impact PV cell maturation. This blockade is sufficient to induce a window of plasticity in adult
mice, thus demonstrating the therapeutic potential of GAG mimics. This also suggests that these
GAG mimics contain valid electrostatic patterns to recapitulate specific sulfation patterns
present in natural GAGs. This strategy could be used to construct more complete libraries and
screen a set of proteins to generate an interaction matrix with biological relevance. For example,
given that the 300-strong homeoprotein family contains a large variety of GAG-binding motifs,
such an approach could unlock the hypothesized sugar code for homeoprotein in vivo
internalization specificity (Prochiantz and Di Nardo, 2015).

The problem of selectivity between GAG and protein remains paramount. CS chains are

known to interact with many ECM proteins mainly through electrostatic interactions such that

98



weak or non-productive bindings may interfere with selectivity. Our GAG mimics have
spatially represented carboxylate and sulfonate charge patterns, allowing one to explore charge
pattern recognition. These GAG mimics are too small to be expected to have defined structure,
but they may adopt a consistent structure through induced fit when bound to protein. To
improve GAG mimic selectivity, different charge-patterned motifs could be assembled along
with neutral spacer motifs, while also modifying the repeating motif and length.
Homeoproteins have a high therapeutic potential and their intercellular transfer properties
make them particularly interesting (Di Nardo et al., 2020). OTX2 has been shown to act in a
non-cell autonomous manner in various brain areas (Spatazza et al., 2013; Lee et al., 2017;
Vincent et al., 2021), making it theoretically possible to design various brain plasticity therapies
through direct delivery of GAG mimics that alter PV cell maturation state. More generally,
GAGs have important and specific physiological functions but are not developed for therapeutic
use owing to the difficulty of chemical synthesis. Alternative efforts have focused on peptides
and peptidomimetics (Beurdeley et al., 2012; Corredor et al., 2016), while others have
developed small molecules that disrupt sulfation enzymes (Cheung et al., 2017). The
development of easy-to-synthesize GAG mimics with high biological specificity may lead to a

new and important class of tools for fundamental research with pharmacological potential.
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I. OTXR et la maturation du cortex piriforme

Dans notre premicre étude, nous nous sommes intéressés a la maturation du PC, une région
cérébrale jouissant d’une grande singularité. En effet, contrairement aux autres modalités
sensorielles, la voie thalamique n’est pas le passage obligé vers les structures corticales. Ainsi,
le aPC regoit une entrée directe du OB via le LOT tandis que le pPC regoit les branches

collatérales des cellules pyramidales du aPC.

Nous avons montré que dans le PC adulte a P90, la maturation des cellules PV, définie par
I’expression des PNN qui les entourent, est similaire a celles du gyrus denté de 1’hippocampe
et du mPFC, mais n’égale pas le niveau ¢levé du cortex visuel. Chez la souris, il a été établi que
la CP pour la vision binoculaire débute a P20 et décline avant P40 (Fagiolini et al., 1994;
Gordon and Stryker, 1996). Ainsi, a P90, le V1 est-il une région mature exempt de plasticité.
Le mPFC est lui aussi impliqué dans des CP juvéniles cependant sa plasticité semble hétérogene
probablement du fait de ses réseaux associatifs. La densité de cellules PV est également tres
similaire entre le mPFC et le PC, il serait alors envisageable que cette maturation tardive soit
une des caractéristiques des aires associatives.

Malgré leurs maturations semblables, le nombre de cellules PV et de PNN du gyrus denté est
trés faible comparé au PC et aux autres régions hippocampiques. Ainsi, il se pourrait que la
neurogenese adulte du gyrus denté confére un état de maturation particulier, proche de celui du
PC mais associé a une plus grande plasticité.

Une de nos principales interrogations était de comprendre si et pourquoi le PC demeurait
plastique a I’age adulte. Certaines études suggerent que c’est la neurogénése olfactive assurée
par les interneurones du OB qui est la clé de la régulation de la plasticité du systéme olfactif.
Le modéle de la maladie d’Alzheimer ; APP/PS1 illustre bien cela. Chez les souris APP/PS1
agées (P300), on observe ~ 40 % de diminution de la prolifération cellulaire dans la SVZ (en
comparaison avec les souris WT du méme age). Nos données montrent que dans le PC, cette
altération de la prolifération est a I’origine d’une accélération de la maturation des cellules PV,
suggérant I’existence d’un lien entre la neurogénese adulte et plasticité de ce cortex (Figure 35).
Nous avons également montré que le PC est a bien des égards une structure surprenante. Les
niveaux d’expression de PV et de PNN sont faibles mais augmentent lentement au cours du
temps ce qui suggere ’existence de possibles CP. De plus, grace a 1’utilisation de la lignée
PV::Cre;Rosa-dtTomato, nous avons constaté qu’il existait un biais de I’intensité des cellules

PV vers la population TOM+, suggérant que les cellules les plus matures sont TOM+. Méme
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s’il est admis que toutes les cellules PV n'expriment pas TOM chez les souris PV-tdTom
(Madisen et al., 2010) et que les souris PV::Cre peuvent fournir un marquage de faible efficacité
dans certaines régions du cerveau (Nigro et al., 2021), nos résultats suggerent que la population
de cellules TOM+ est une sous-population cellulaire distincte au sein des cellules PV.

Comme rappelé précédemment, le PC possede un vaste réseau d’interconnexions au sein de ses
diverses sous-régions et entre elles (Figure 30). Ainsi, sa connectivité intrinséque pourrait-elle
dépendre de la nature et de la source des entrées a longue distance comme le noyau olfactif
antérieur, le striatum, ’amygdale, et les cortex préfrontal, entorhinal et périrhinal (Haberly,

2001).
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Figure 35. Altération de la maturation du cortex piriforme chez les souris APP-PS1

La lignée de souris APP-PSI est classiquement utilisée comme modéle de la maladie
d’Alzheimer. Les souris reproduisent certaines lésions neuropathologiques de la maladie
d’ Alzheimer dont le dépot extracellulaire d’ AP (plaques amyloides) et I’angiopathie amyloide.
Dans la SVZ de souris APP-PS1 agées (P300), le déclin de la prolifération des interneurones
est augmenté. (A) Image représentative de la distribution de la WFA et des cellules PV chez
des souris WT et APP-PS1 a P300, barre d’échelle 100 um. (B) Comparaison de la maturation
des cellules PV entre des souris sauvages (WT) et APP-PS1.

De fagon étonnante, malgré les nombreuses dissimilitudes entre le aPC et pPC (Litaudon et al.,
2003; Luna and Morozov, 2012; Maier et al., 2012; Illig and Wilson, 2014; Wang et al., 2020),
nous n’avons observé aucune différence dans le nombre de PV et de PNN entre ces deux
régions. La connectivité du PC est complexe et des études de tracage viral permettraient de

disséquer son architecture intrinséque et extrinseéque. Il serait alors possible de vérifier si 1’état
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de maturation des cellules PV est li¢ a des différences dans les entrées locales ou a longues
distances.

Puisqu’OTX2, sécrétée depuis le plexus choroide dans le liquide cérébrospinal, reconnait et
régule la maturation des cellules PV décorées de PNN (Spatazza et al., 2013b; Lee et al., 2017;
Vincent et al., 2021), nous avons pens¢ qu'elle pourrait étre potentiellement impliquée dans la
maturation du PC. Dans les souris PV-scFvOitx2, la maturation des cellules PV est retardée
démontrant alors le réle clé de I’activité non-autonome d’OTX2 dans le PC. Cependant,
Iactivité d’OTX2 est trés complexe et, en ce sens, peut se produire a plusieurs niveaux en
modulant non seulement 1'expression des geénes liés au PNN mais aussi des geénes liés a 1’état
épigénétique de la chromatine tels que Gadd45b (Hou et al., 2017; Lee et al., 2017; Sakai et al.,
2017; Apulei et al., 2019). La réduction a long terme d'OTX2 dans le PC entraine une
augmentation de l'expression d'Adamts9 et de Mmp9 et de la protéolyse des protéoglycanes
(Huntley, 2012; Lemarchant et al., 2013). La baisse des niveaux de PNN serait alors inhérente
a une réorganisation massive de la matrice extracellulaire chez les souris P400.

Outre les modifications d’expression des enzymes régulant le catabolisme et la stabilité de la
matrice, nous avons observé celle des enzymes de sulfatation des chondroitines. Il est bien
¢tabli que le schéma de sulfatation des chaines de glycanes est un élément important de la
plasticité corticale (Miyata et al., 2012). Dans ce contexte il est intéressant de constater que la
perte d’OTX2 affecte I’expression de Chst7 et Chst11/13, enzymes responsables de la synthése
de formes monosulfatées en position 6 et 4 respectivement (Mikami and Kitagawa, 2013),
formes juvéniles majoritaires.

La surexpression de 1’enzyme Chst3, catalysant le transfert de sulfate en position 6 dans le
cerveau jeune, déstabilise le maillage des PNN en faveur d’un réseau éparse en forme de points,
réduisant I’accumulation d’OTX2 dans les cellules PV (Miyata et al., 2012). Il serait donc
intéressant d’étudier le réseau tri-dimensionnel des PNN dans le PC et de déterminer si la perte
d’OTX2 impacte la structure des PNN.

La matrice extracellulaire exerce une signalisation complexe et dynamique via 1’activité de
nombreuses enzymes. Il est alors fort probable qu’OTX2 puisse moduler le niveau d’expression
d’autres enzymes de sulfatation, d'épimérisation, ou de synthése et de polymérisation de la
chondroitine, comme Chsy et Chpf respectivement. De fagon étonnante, nous n’avons observé
aucune différence dans I’expression des geénes de plasticité entre les animaux sauvages et PV-
scFvOtx2. Une explication possible serait que les microdissections du PC que nous avons
réalisées ne sont pas assez précises et ne permettent pas une analyse spécifique des cellules

arborant un état de plasticité ¢élevé. Il faudrait alors réaliser des techniques plus précises telle
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qu’une analyse transcriptomique sur cellule unique ciblant spécifiquement la population PV.
De méme, trier les cellules en fonctions de leur niveau d’expression de PV puis réaliser ce genre

d’analyse permettrait une avancée majeure dans la compréhension des états des cellules PV.
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Figure 36. La neurogénese adulte du bulbe olfactif chez les souris PV::CRE;scFvOtx2+

(A) Schéma anatomique du OB. Le bulbe olfactif accessoire (AOB) recoit les informations
phéromonales de l'organe voméronasal dans la partie postéro-dorsale du bulbe olfactif. Les
axones des OSN innervent tangentiellement les couches concentriques du bulbe olfactif
principal (MOB). De la périphérie vers le centre se trouvent la couche du nerf olfactif (ONL),
la couche glomérulaire (GL), la couche plexiforme externe (EPL), la couche des cellules
mitrales (MCL), la couche plexiforme interne (IPL) et celle des cellules granuleuses (GCL).
Extrait de (Imamura et al., 2020). (B) Paradigme d’injection du BrDU dans les souris
PV::CRE;scFvOtx2'¢° P400. (C) Quantification du nombre de cellules BrdU et PV dans les
couches du bulbe olfactif de souris WT et PV::CRE;scFvOtx2'¢° P400.

Enfin, nous avons remarqué que I’expression de PV diminue de moitié¢ a P400 a la fois chez les

souris sauvages et PV-scFvOtx2. Ainsi, il semblerait que les niveaux protéiques et I’ARNm de
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PV soient régulés différentiellement et que la régulation de la transcription du gene soit

indépendante d’OTX2.

Le mode¢le de souris PV-scFvOtx2 perturbe le transfert d’OTX2 dans 1’ensemble des cellules
PV du cerveau. Nous avons constaté une altération de la neurogénése adulte, comme le
démontre la baisse de cellules BrdU et PV positives dans la couche glomérulaire du OB (Figure
36). Une de nos précédentes études a démontré le role d’OTX2 dans la régulation de la
neurogénese adulte. La diminution de sa production dans les plexus choroides affecte la
migration des neuroblastes dans le courant migratoire rostral et réduit le nombre de neurones
nouvellement formés dans le OB. Dans ce méme modéle d’activité non-autonome cellulaire,
OTX2 module I’expression de composants de la ECM et de molécules de signalisation
produites par les astrocytes de soutien (Planques et al., 2019). Afin de s’affranchir de I’action
d’OTX2 dans le bulbe et d’autres structures connexes au PC, nous avons développé une
approche virale nous permettant de cibler finement les cellules PV du PC. En exprimant ou en
déplétant OTX2 dans les cellules PV du PC, nous confirmons qu’OTX2 module leur
maturation. L’expression du scFv autour des cellules PV séquestre OTX2 dans le milieu
extracellulaire, retarde la maturation des cellules PV et induit le désassemblage de leur PNN.
A I’inverse, I’introduction d’OTX2 dans les cellules PV accélére leur maturation induisant alors
I’accumulation des PNN. Il est alors envisageable que ces cellules soient sous un état de
quiescence mais néanmoins disponibles si stimulées. En outre, il est a noter que la maturation
des cellules PV régulée par OTX2 est région-dépendante. En effet, bien que 1’expression virale
soit uniforme dans tout le PC, I’effet des perte et gain de fonction est plus fort dans le PC
postérieur. Sachant qu’il existe différentes classes de cellules PV (Hu et al., 2014a), il est

possible qu’OTX2 régule la maturation d’une sous population plus représentée dans le pPC.

Grace a notre modele de perte de fonction locale pour OTX2, nous apportons la preuve que
I’état de maturation des cellules PV et ’activation du réseau régulent la mémoire olfactive.
Comme pour la mémoire de peur, (Gogolla et al., 2009), la mémoire olfactive serait intimement
lie a la condensation des PNN et donc liée au niveau d’OTX2. Le paradigme comportemental
utilisé consiste en plusieurs sessions d'acquisition suivies d'un test de mémoire 4 jours plus tard.
Il est donc possible que les moins bonnes performances des souris présentant des niveaux
réduits d'OTX2 soient liées soit a un déficit d'apprentissage lors des sessions d'acquisition, soit
a un défaut de mémorisation. Pour distinguer entre ces deux hypothéses, nous pourrions soit

augmenter le nombre de sessions d'acquisition pour renforcer 1'apprentissage, soit raccourcir le
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temps entre 'acquisition et le test de mémoire. En outre, comme dans I"hippocampe (Gogolla
et al., 2009), il serait intéressant de dégrader les PNN par la ChABC afin de mieux comprendre

comment les PNN régulent-ils la mémoire olfactive.
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Figure 37. Modele du controle de la plasticité par OTX2 dans le V1 (1) et le PC (2)

L'accumulation d'OTX2 dans les cellules PV entraine une maturation corticale. Dans le V1 (1),
I’accumulation d’OTX2 déclenche ’ouverture et la fermeture de la CP. Dans le PC (2),
I’accumulation d’OTX2 serait lente et a I’origine d’une plasticité étalée dans le temps. Dans le
PC, il est envisageable que I’accumulation d’OTX2 continue progressivement mais n’atteigne
jamais ou seulement trés tardivement le second seuil de fermeture. Puis, un déclin progressif
de la plasticité serait observé au cours du vieillissement.

A ce jour, I’existence d’une CP dans le PC est inconnue. Le laboratoire a proposé¢ un modéle

de plasticité¢ a deux seuils fondé sur le niveau d'accumulation d'OTX2 dans les cellules PV
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(Spatazza et al., 2013b; Prochiantz and Di Nardo, 2015) et, étant donné la sensibilité des cellules
PV aux niveaux d'OTX2, il est probable que la plasticité¢ du PC repose sur un modele similaire

ou la cinétique d'accumulation d'OTX2 serait plus lente (Figure 37).
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Figure 38. La plasticité cérébrale dépend du niveau d’expression de PV

(A) L’¢état de ‘PV faible’ est un marqueur de la plasticité. Dans un environnement enrichi, les
neuromodulateurs activent le microcircuit VIP qui assure une entrée inhibitrice sur le réseau
PV. (B) L’état de ‘PV ¢élevé’, réfractaire a la plasticité, est atteint par une stimulation excitatrice
accrue des cellules pyramidales locales (Pyr) ou par une entrée externe lorsque les souvenirs
sont consolidés. (C) L’expérience peut moduler I'apprentissage en ciblant I'état de
différenciation des neurones PV. Il est a noter que I'état et la plasticité des cellules PV sont
réversibles tout au long de la vie notamment via la signalisation des cellules VIP ou PNN.
(Adapté de (Hensch, 2014)).

D'autres travaux sont nécessaires pour déterminer le réle de 1'activité des cellules PV dans le
comportement induit par les odeurs. Dans 1’ensemble des structures cérébrales, les cellules PV
constituent une population hétérogeéne avec des degrés variables d'expression de PV, associés

a différents stades de maturité. Dans leurs travaux, (Donato et al., 2013) montrent que les
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cellules PV au sein du CA3 de I’hippocampe présentent un changement d’état en fonction de
I’expérience de 1’animal. Ainsi, I’enrichissement du milieu serait-il corrélé a une faible
expression de PV et, a I’inverse, un contexte coercitif, par exemple de conditionnement a la
peur, a une forte expression PV. De plus, ce changement d’expression est un marqueur
fonctionnel, le niveau d’expression de PV corrélant avec celui de GAD67, la principale enzyme
de synthése des neurotransmetteurs GABA. Les états PV faible ou PV élevé sont associés
respectivement a une augmentation des entrées synaptiques GABAergiques ou excitatrices sur
les cellules PV elles-mémes. Les neurones VIP participent eux aussi a la régulation des
changements de configuration du réseau en inhibant transitoirement les cellules PV (Figure 38).
Ceci suggere une hétérogénéité de la population PV a I’origine de I’inhomogénéité régionale

de la plasticité cérébrale.

Comme dans I’hippocampe, l'inhibition de l'activité des cellules PV dans le mPFC peut activer
des circuits qui modifient le comportement de peur (Courtin et al., 2014) et déclencher des
crises épileptiformes dans le PC (Ryu et al., 2021). Les cellules PV participent assurément au
fonctionnement normal du PC mais leur rdle souléve encore de nombreuses interrogations.
Comme énoncé précédemment, les interneurones seraient réfractaires a la LTP associative entre
les voies afférentes et intrinséques du PC (Kanter and Haberly, 1993; Kapur et al., 1997). Outre
les systémes de neuromodulation qui, en inhibant les interneurones, permettent 1’établissement
de la LTP (Haberly and Bower, 1989; Patil and Hasselmo, 1999; Linster and Hasselmo, 2001),
les microcircuits inhibiteurs VIP jouent un réle essentiel dans la plasticité synaptique pendant
la formation des représentations olfactives (Canto-Bustos et al., 2022). Ainsi, similairement au
fonctionnement du réseau hippocampique (Figure 38), I’inhibition assurée par les cellules VIP
permettrait de conserver un état ‘PV faible’ et contribuerait au maintien de la plasticité du
systéme olfactif. L hippocampe et le CP sont a bien des égards des systémes proches ; ils sont
tous deux des allocortex, arborant des réseaux associatifs, interconnectés entre eux et
responsables des processus mnésiques. Cependant, méme si I’hippocampe et le PC sont des
systémes trés semblables, nous ne disposons d’aucune preuve sur le contrdle de la plasticité
médiée par les circuits VIP. La plasticité du PC pourrait étre totalement indépendante de cette
désinhibition médiée par le VIP comme le démontre les études réalisées dans le cortex auditif
(Takesian et al., 2018). Des études précédentes dans le aPC de rat ont montré que la force de
I’inhibition sur les cellules pyramidales se présente sous la forme d’un gradient dont I’amplitude
augmente le long de I’axe rostro-caudal (Luna and Pettit, 2010). Cette différence d’inhibition

ne semble pas étre lie a la densité des interneurones mais serait plus probablement le résultat
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de l'excitabilité intrinseque différentielle des interneurones. Les interneurones caudaux
déclencheraient alors plus de potentiels d'action que les rostraux, probablement grace a une
libération GABAergique plus ¢élevée (Luna and Pettit, 2010). De plus, les cellules SOM
participeraient activement a 1’inhibition des cellules pyramidales et PV influengant les entrées
afférentes et récurrentes du PC (Large et al., 2016). Les interneurones SOM jouiraient alors
d’un réle important dans la régulation de I'excitation au cours du traitement olfactif. Dans notre
¢tude, il est clair que la perte d’OTX2 retarde la maturation d’un sous-ensemble de cellules PV,
ces cellules sont alors plus actives, au sens de porteuses de plasticité, comme le démontre les
niveaux ¢levés de cFos. Néanmoins, la corrélation entre les niveaux PV et la plasticité demeure

inconnue, si elle existe et que le niveau de PV est autre chose qu’un marqueur.

Plusieurs expériences pourraient étre envisagées afin de mieux comprendre le lien entre OTX2,
la plasticité¢ et les cellules PV dans le PC. Par exemple, il serait intéressant d’exprimer
spécifiquement la channelrhodopsine-2 dans les cellules PV sensibles au niveau d’OTX2 afin
de comprendre comment leur stimulation contrdle la neurotransmission GABAergique du PC.
Nos tests sur la mémoire olfactive ont été réalisés sur des animaux perte de fonction d’OTX2,
et nous ignorons quel serait I’impact éventuel du gain de fonction sur la mémoire olfactive des
animaux. En outre, les expressions virales ont été analysées 3 semaines post-infection et nous
ignorons la cinétique des niveaux d’expression des génes encodés par le génome viral. Des
analyses 1, 3 ou 6 mois post-infection pourraient alors étre nécessaires, fournissant de nouveaux

indices permettant peut-étre de disséquer les mécanismes inhérents a la plasticité du PC.

A ce stade nous ignorons toujours pourquoi la maturation du PC est tardive comparée a celle
d’autres structures corticales. Un ¢élément de réponse peut étre la dépendance du transfert
d’OTX2 au schéma de sulfatation des chaines de glycanes. L’addition de sulfates en des
endroits précis de ces chalnes détermine leurs propriétés de liaison aux protéines. Des preuves
récentes suggerent que 1’augmentation développementale du ratio 4-sulfatation/6-sulfatation
(4S/6S) des CSPG pourrait étre requise pour I’accumulation d’OTX2 (Miyata et al., 2012).
Ainsi, la reconnaissance d'OTX2 par les cellules PV pourrait, au moins en partie, découler de
l'affinement progressif du profil de sulfatation des PNN. Il pourrait alors exister un schéma de
sulfatation des CS propre au PC qui modulerait spécifiquement I’accumulation d’OTX2. Il
serait alors intéressant d’utiliser des anticorps tels que le CS-56, 2H6 et MO-225 qui

reconnaissent les formes monosulfatées et disulfatées respectivement (Maeda et al., 2003).
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De facon intrigante, il a été rapporté que la sensibilité des neurones aux lésions cérébrales
différe selon les régions du cerveau (Lipachev et al., 2019). Bien que le mécanisme de ce
phénomeéne n'ait pas été élucidé, il est possible qu'il implique des différences dans la distribution
des molécules de la ECM renforgant notre hypothése sur la dissimilarité d’expression des PNN

selon la région cérébrale considérée.
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Figure 39. Dans le PC, I’accumulation de CAT315 est lente et dépendante d’OTX2

(A) Dans le PC de souris adulte, CAT315 s’accumule encore plus faiblement que la WFA (#).
Comme la WFA, son accumulation est tardive et augmente chez les animaux agés. (B) Les
souris GOF injectées, montrent qu’OTX2 régule I’accumulation de CAT315 dans le PC.

Des ¢études antérieures ont indiqué que la variation des structures glycaniques sur l'agrécane
contribue a 1'hétérogénéité des PNN (Lander et al., 1997; Matthews et al., 2002). La WFA et
CAT315 reconnaissent des populations de CS distinctes se chevauchant partiellement. La WFA
reconnait les résidus GalNac des chaines CS (Hértig et al., 1992; Haji-Ghassemi et al., 2016)
tandis que I’anticorps CAT315 reconnait I’épitope glycanique HNK-1 sur 1’agrécane
(Matthews et al., 2002; Yabuno et al., 2015; Yamada and Jinno, 2017). Dans le cortex mature
de la souris, les régions dépourvus de WFA et riches en CAT315 sont différentiellement
distribuées dans les régions cérébrales (Ueno et al., 2017 ; Matthews et al., 2002). Dans le PC,
nos résultats montrent que I’accumulation de CAT315 est lente et augmente au cours du temps.
Cette accumulation trés faible (Figure 39) est dépendante d’OTX2. Il a été rapporté que les
cortex ayant de faibles niveaux de CAT315 maintiennent des niveaux €levés de plasticité méme
aprés leur maturation (Ueno et al., 2017). La matrice du PC serait alors composée de peu

d’agrécanes, assurant un maintien constant de la plasticité.

II. Mimes de GAG et homéoprotéines

Dans notre seconde étude, nous nous sommes intéressés au développement d’imitations stables

de GAG bloquant le transfert d’OTX2. Ces analogues peptidiques imitent les GAG en
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fournissant une distribution spatiale des charges et sont plus facilement synthétisables que
d’autres mimétiques non-peptidiques comme I'hexaCSE, analogue synthétique du CS-E

(Despras et al., 2013).

Nous avons montré que SEMA-3A interagit préférentiellement avec les motifs (EC’AC’),
tandis qu’OTX2 ne présente pas de préférence entre les motifs (E’CAC’) et (EC’C’A). De plus,
les peptides (EC'AC')s sont stables au cours du temps et déstabilisent fortement les PNN. Ainsi,
ils interférent avec la signalisation OTX2 et SEMA-3A, rompent la boucle de rétrocontrdle

positive établie entre OTX2 et les PNN, déstabilisant ainsi la maturation des cellules PV.
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Figure 40. Schéma des séquences linéaires et branchés

Le mime linéaire est similaire en longueur a un octasaccharide CS. Le mime branché contient
4 motifs liés a un noyau d’oligo-lysine.

Nos précédentes études ont montré qu’une réduction de 20 a 30% des niveaux d’OTX2 dans le
V1 induisait une fenétre de plasticité a 1’age adulte (Beurdeley et al., 2012b; Spatazza et al.,
2013b; Bernard and Prochiantz, 2016). Ici, apres 4 jours d’injection, le blocage par les peptides
(EC'AC') est suffisant pour la réouverture d’une fenétre de plasticité chez les souris adultes,
démontrant alors le potentiel thérapeutique des mimes de GAG. Nos résultats suggerent que les
motifs électrostatiques des mimes récapitulent les motifs de sulfatation spécifiques présents
dans les GAG naturels et jouissent alors d’un certain potentiel thérapeutique. Néanmoins, nos
mimes actuels interférent avec la signalisation SEMA-3A qui participe a la fermeture de la CP
(de Winter et al., 2016), il n’est donc pas exclu que la réouverture observée chez les souris
adultes découle de la signalisation SEMA-3A et pas seulement du blocage d’OTX2. Par
conséquent, des améliorations sont nécessaires afin d’améliorer la sélectivité des mimes de
GAG. Les chaines de CS sont connues pour interagir avec de nombreuses protéines de la ECM,
principalement par des interactions électrostatiques, de sorte que des liaisons faibles ou non

spécifiques peuvent interférer avec la sélectivité. Le développement de mimes branchés,
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favorisant de multiples interactions pourrait alors €tre pertinent et permettre d’augmenter
I’affinité et la spécificité in vivo (Figure 40). Au sein des mimes branchés, 1’amplification du
noyau oligo-lysine, permettrait d’augmenter le nombre de motifs et créer une bibliothéque de
mimes de GAG plus compléte permettant de cribler un ensemble de protéines interagissant avec
la ECM. Etant donné que la famille des homéoprotéines, qui compte 300 membres, détient une
grande variété de motifs de liaison aux GAG, une telle approche de développement de mimes
spécifiques pourrait permettre de déchiffrer le ‘code sucre’ dirigeant la spécificité d’interaction

in vivo entre homéoprotéines et cellules cibles (Prochiantz and Di Nardo, 2015).

Quels sont alors les indices soutenant I’existence d’un tel code ?

11 a été observé que la spécificité d’internalisation des homéoprotéines découlait des conditions
expérimentales. In vitro, leur internalisation est aspécifique a I’inverse de celle in vivo. En outre,
I’injection d’EN dans le cortex n’aboutit a aucune internalisation préférentielle au sein de la
couche IV (Sugiyama et al., 2008) a I’inverse d’OTX2 qui reconnait les motifs CS-D/E des
PNN décorant les cellules PV de cette couche.

Apreés injection dans le V1, la diffusion d’OTX2 et EN est limitée du fait d’une rapide capture
par les cellules proches du site d’injection. En revanche, leur association avec de la PSA
améliore leur diffusion et la spécificité et intensité de leur capture par des cellules cibles (Joliot
et al.,, 1991a). Il a été proposé que la structure hélicale et les charges du PSA mimerait la
structure de la double hélice d’ADN et établirait une liaison de faible affinité avec
I’homéodomaine (Joliot et al., 1991a; Prochiantz and Di Nardo, 2015). L’internalisation serait
alors limitée aux cellules présentant a leur surface des glycanes de forte affinité¢ pour les HP
considérées, plus forte que celle du PSA. Par analogie, on peut proposer que lors de sa sécrétion
a partir des plexus choroides, 1’association d’OTX2 avec des sucres de faibles affinités
assurerait sa stabilité et sa diffusion au sein du parenchyme et faciliterait sa capture spécifique
avec les cellules cibles arborant des sites de fortes affinités (motifs CS-D/E). A proximité de sa
cible, un changement de partenaire s’opérerait conduisant a 1’internalisation préférentielle
d’OTX2. Ce modele est confirmé par le motif de liaison au GAG (doublet RK) qui interagit
avec CS-D/E et confére une grande spécificité de reconnaissance des cellules PV, sa mutation
compromettant I’accumulation spécifique d’OTX2 dans ces cellules (Beurdeley et al., 2012b).
Toutes ces études suggerent que la diffusion des homéoprotéines repose sur une association a
des sucres de faible affinité, et que le GAG serait le site d’échange de forte affinité assurant
I’internalisation par des populations cellulaires spécifiques. Par ailleurs, ce mode de diffusion

a été rapporté pour de nombreux morphogenes tels que FGF, Wnt, TGFf et Hedgehog dont la
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diffusion limitée est améliorée lorsqu’ils sont associés a des transporteurs glucidiques ou

lipidiques (Lin, 2004; Eaton, 2006; Steinhauer and Treisman, 2009).

Figure 41 : Structure de ’homéoprotéine OTX2

Représentation d’OTX2 (pdb 2DMS) avec le domaine de liaison aux GAG (peptide RK) dans
la partie supérieure gauche. Code couleur : bleu, résidus chargés positivement ; rouge, résidus
anioniques ; jaune, résidus neutres et polaires ; gris, résidus hydrophobes.

Ainsi, le développement d’une librairie de mimes présentant des variations de longueur et de
charge permettrait d’identifier les propriétés de chaque domaine de reconnaissance aux sucres
pour de nombreuses homéoprotéines. L’identification de ce ‘code sucre’ permettra alors
d’identifier la nature des interactions des homéoprotéines et de distinguer 1’activité cellulaire
autonome de celle non-autonome. Le développement de mimes branchés concourrait a
I’augmentation de la spécificité en augmentant les zones de contact avec les homéoprotéines
(Figure 41). La représentation spatiale d’OTX2 montre 1’importance des domaines chargés
positivement, ils sont au nombre de deux, le domaine de reconnaissance aux sucres (peptide
RK) et un autre qui reste a ce jour inconnu. La structure d’OTX2 révele également des zones
secondaires de contact a proximit¢ du domaine de liaison qui pourraient participer a la

sélectivité de ’interaction entre les protéines et les sucres.
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III. Quels mécanismes pour OTX2 ?

Comme nous avons pu le constater au fil du manuscrit, OTX2 est a bien des égards une
homéoprotéine aux rdles complexes régulant I’embryogénése mais aussi le développement
postnatal et exercant des fonctions physiologiques chez 1’adulte, dont au niveau du cortex
cérébral, du cervelet, du plexus choroide, de la rétine et de ’aire ventrale tegmentaire. Il
semblerait qu’elle interagisse avec un grand nombre de partenaires et qu’elle pourrait réguler
la signalisation cellulaire a plusieurs niveaux (Figure 42). Pour ce qui est du cortex cérébral,
OTX2 est sécrétée a partir de sources extracorticales tel que le plexus choroide (Spatazza et al.,
2013b), diffuse dans le parenchyme cérébral et est internalisée préférentiellement dans les
cellules PV dont elle régule la maturation, variable importante de la plasticité corticale, en

particulier celle qui accompagne les CP (Lee et al., 2017).
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Figure 42. Transfert intercellulaire des homéoprotéines

Dans une homéoprotéine, 'homéodomaine, composé de 3 hélices-alpha conservées, est flanqué
de domaines N- et C-terminaux plus variables. Ces domaines participent a nombre
d'interactions avec I'ADN, I'ARN, les GAG et les protéines. Les homéoprotéines régulent I’ état
épigénétique de la chromatine, la transcription et la traduction. (Adapté de (Prochiantz and Di
Nardo, 2015)).

Bien entendu, OTX2 n’est pas le seul gardien de la plasticité et de nombreux facteurs cellulaires
non-autonomes ont montré leur réle prépondérant dans sa régulation (Gibel-Russo et al., 2022).
La microglie, les oligodendrocytes mais également les astrocytes participent largement a la
plasticité cérébrale (Gibel-Russo et al., 2022). Par exemple, une étude récente a rapporté le role
de la signalisation non conventionnelle de la connexine-30 astrocytaire (Cx30) qui en entravant

I'expression de MMP9, par l'activation de la RhoA-guanosine triphosphatase, influence
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l'activité des synapses et le cablage des circuits cérébraux en réponse a l'expérience visuelle
(Ribot et al., 2021).

Ces derniers travaux établissent qu’en V1, la CX30 augmente progressivement jusqu’a la fin
de la CP ou elle atteint son niveau maximal. Elle contribue a la fermeture de la CP et sa
régulation négative entraine la réouverture d’une fenétre de plasticité a 1’age adulte. Chez les
souris knockdown pour la Cx30, ou son expression est diminuée de ~80% dans les astrocytes,
la CP est retardée et la plasticité persiste jusqu’a P50. La CX30 semble alors, au méme titre
qu’OTX2 participer a la maturation corticale et ainsi a la régulation de la CP visuelle. Dans le
V1 de souris P50 knockdown pour la Cx30, nos données préliminaires confirment les résultats
précédemment obtenus (Ribot et al., 2021). Les niveaux d’intensité de la CX30 sont altérés et
nous observons aussi une diminution des niveaux d’intensité de la CX30 dans les animaux
hétérozygotes pour Onx2 (Ox2SFP*). A I’inverse, I’expression virale d’OTX2 rétablit
I’intensité¢ de la CX30 dans les souris knockdown pour la Cx30 (Figure 43). Ces résultats
montrent une nouvelle coopération entre une homéoprotéine et une protéine astrocytaire

régulant ensemble la CP du V1.

A ; 200- . B g 155 .
< o < 150 | Control (Cx30"™
= 1801 _ £
‘D @ ol® I AAV8-Efia-Dio-GFP-2A-Otx2
g g 145/
c | o £
.g 160 " E £ 140
PEI g o) |
cE> 140 S 135/ c%o
g 3 3
G 120 . O 130/
WT Cx30" WT o™ P50
P50 P100

Figure 43. La Cx30 partenaire ou cible d’OTX2 ?

Dans le V1, il a été montré que la Cx30 contribuait a la fermeture de la CP. (A) A P100, la
baisse d’intensité de la Cx30 dans la souris Q29" rappelle celle observée aprés knockdown
de la Cx30 a P50. (B) Dans les animaux knockdown pour la Cx30, I’expression virale d’OTX2
rétablit I’intensité physiologique de la Cx30.

L’activité d’Otx2 est complexe et rappelons-le peut se produire a plusieurs niveaux (Figure 42).
OTX2 est un facteur de transcription et module par conséquent le niveau d’expression de ses
genes cibles. Notre étude dans le PC démontre que les niveaux d’OTX2 influencent
différentiellement 1’expression des enzymes de la matrice. Nous ignorons si OTX2 régule

directement ou non I’expression de ces genes, néanmoins la perte d’OTX2 augmente
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I’expression de Mmp9 et de Chst14, tandis que sa surexpression augmente également Chstl4
mais également les isoformes 3 et /3 ainsi qu’Adamts9. Dans les paradigmes de gain et de perte
de fonction, il est d’usage d’observer une régulation de 1’expression opposée des genes cibles.
Ils sont alors soit activés ou réprimés selon les niveaux d’expression du gene qui les régule.
Cependant, dans notre étude nous observons un effet concentration dépendant d’OTX2 qui
contrdle différentiellement les génes régulés. Dans une précédente étude, nous avons constaté
qu’OTX2 régule Gadd45b de maniére opposée dans le cortex juvénile et adulte (Apulei et al.,
2019). OTX2 modulerait alors 1’état épigénétique des cellules PV en régulant la structure de la
chromatine. Nous avons émis 1’hypothése selon laquelle les sites cibles d’OTX2 sur Gadd45b
seraient accessibles en fonction de la concentration d’OTX2, certains niveaux activant et

d’autres réprimant la transcription.

De fagon intéressante, un tel mécanisme a été rapporté pour I’homéoprotéine Bicoid (Hannon
et al., 2017). On distingue alors des sites sensibles et insensibles & sa concentration. A
concentration élevée Bicoid influence la structure de la chromatine pour accéder aux sites
sensibles, tandis que les sites insensibles sont liés a des concentrations plus faibles de Bicoid.
Ainsi, bien que I'impact d'OTX2 sur la structure de la chromatine n'ait pas encore été ¢lucidé,
il est possible que la protéine induise des modifications de la structure chromatinienne de fagon
proportionnelle a sa quantité. Outre leur contrdle transcriptionnel, certaines homéoprotéines
telles que Bicoid, Emx2, Hoxa9, PRH, En et Otx2 contrdlent également la traduction via un
motif fonctionnel de liaison a elF4E (Dubnau and Struhl, 1996; Nédélec et al., 2004;
Topisirovic and Borden, 2005). Une fois dans le cytoplasme des cellules PV, OTX2 pourrait
alors lier elF4E et réguler la traduction de ses génes cibles. Pour lors, nous ignorons encore
quels sont les mécanismes inhérents a la relation OTX2/CX30. Néanmoins, il est attendu que
les voies activées par OTX2 et la CX30 soient proches et qu’elles puissent s’influencer
mutuellement. Ainsi, OTX2 pourrait étre internalisée dans les astrocytes et réguler directement
leur signalisation. Une étude récente dans le V1 a montré que la photostimulation sélective des
astrocytes par la channelrhodopsin-2 activerait les cellules PV. Les astrocytes influenceraient
alors les caractéristiques d'intégration neuronales essentielles au traitement des informations
sensorielles (Perea et al., 2014). Ainsi, il est assez probable que les astrocytes modulent
I’activité des cellules PV via une signalisation OTX2/CX30 dépendante. Il est a noter que
malgré leurs divergences phylogénétiques, ’organisation gliale entre le néocortex et le

paléocortex conservent de nombreuses similitudes (Pinto-Duarte et al., 2019). Le role des
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astrocytes dans le PC reste inconnu, néanmoins il serait probable qu’ils puissent également étre

impliqués dans la plasticité singuliere du PC.

A travers ces derniers éclairages, il apparait que de nombreuses questions demeurent et que,
méme si ce manuscrit contribue a une meilleure connaissance de la régulation de la plasticité
impliquant OTX2, beaucoup reste a faire. J espere que de nouvelles études mettront la lumicre
sur les parts d’ombres qui subsistent a ce jour et qu’'une meilleure compréhension des
mécanismes de plasticité contribuera a I’amélioration des neuropathologies associées a ses

dysfonctionnements.

Des premicres étapes de la vie jusqu’a son inexorable fin, les nombreuses fonctions des

homéoprotéines n’ont certainement pas fini de nous étonner.
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