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Résumé

Influence du stress sur le cortex moteur primaire de la souris et ses conséquences chez
un modeéle murin de la sclérose latérale amyotrophique

Le stress est une réponse spontanée d’adaptation de l’organisme, visant a mobiliser les
ressources nécessaires pour faire face a une situation percue comme menacante. Son influence a
majoritairement été décrite au sein de structures limbiques. Or, en tant que processus adaptatif, il module
les comportements et impacterait les structures impliquées dans la motricité, dont le cortex moteur
primaire (M1). Cette aire cérébrale, a 1’origine de la commande motrice volontaire, partage en effet des
connexions avec des structures clés de I’axe corticotrope. Peu de données existent cependant, quant a la
relation entre le stress et le M1. Une meilleure compréhension de I'impact du stress sur le
fonctionnement du réseau neuronal au sein du M1 en conditions physiologiques, permettrait de mieux
apprécier ses effets en cas de réseau cortical moteur altéré, comme observé dans le cas de la sclérose
latérale amyotrophique (SLA). Ce travail de recherche visait ainsi a définir chez la souris adulte,
I’influence du stress sur 1’excitabilité et la plasticité du M1 de souris en conditions physiologiques, et
d’en évaluer les conséquences dans le cadre de la SLA, en utilisant un modele murin de la pathologie,
la souris SOD1%%A (SOD). Dans un premier temps, les enregistrements électrophysiologiques in vitro
et in vivo respectivement de 1’excitabilité des interneurones du M1, et de la plasticité du réseau formé
par les M1 des deux hémisphéres cérébraux (M1-M1) ont révélé qu’un stress aigu tend a promouvoir
une augmentation de I’activité globale du M1 chez les WT, mais au contraire a favoriser une diminution
de cette activité chez les SOD. Une approche immunohistochimique a également montré suite au stress,
des modifications dans le M1 de I’expression de KCC2 et NKCC1, deux cotransporteurs au chlorure
régulant I’efficacité de la transmission GABAergique inhibitrice, avec une augmentation de I’expression
de KCC2 chez les WT et de NKCC1 chez les SOD. La modification du ratio KCC2/NKCCL1 pourrait
suggerer une modulation différentielle de la transmission inhibitrice entre ces deux groupes. Dans un
second temps, en utilisant les mémes techniques d’électrophysiologie in vivo et d’immunohistochimie,
nous avons mis en évidence qu’un stress prénatal favorisait également I’augmentation de ’activité
neuronale au sein du M1 des WT, et sa réduction chez les SOD. Indépendamment du génotype, ces
changements étaient associés a une augmentation de 1’expression de KCC2 et NKCCl1, qui pourrait étre
en lien avec les roles respectifs de ces cotransporteurs dans la formation d’épines dendritiques de novo
et la régulation de I’inflammation. Dans un troisiéme temps, l’utilisation d’une batterie de tests
comportementaux a démontré que les souris stressées (stress aigu ou prénatal) WT et SOD, présentaient
des déficits cognitifs. En revanche seules les souris soumises a un stress prénatal ont démontré une
diminution des performances motrices, suggérant une possible relation entre les changements de la
plasticité observés suite a un stress prénatal et les apprentissages moteurs. Enfin, bien que le stress
prénatal n’ait pas influencé la survie des animaux SOD, il semble légérement précipiter 1’apparition des
symptdmes de la SLA. Dans I’ensemble, ces données démontrent 1’influence du stress sur 1’activité et
la plasticité du M1 et pointe vers la nécessité d’une meilleure compréhension de I’implication de ces
changements dans la réponse au stress mais également dans I’évolution de la SLA.

Mots-clés : cortex moteur primaire, plasticité synaptique, sclérose latérale amyotrophique, SOD1G93A,
stress aigu, stress prénatal



Abstract

Stress influence on mouse primary motor cortex and its consequences in a murine model
of amyotrophic lateral sclerosis

Stress is an adaptive physiological response following threatening events. It engages a
complex spectrum of physiological, emotional and behavioural processes in order to cope with
the situation. Its influence has mostly been described among brain structures involved in
emotional processing. Yet, as an adaptive response, stress also regulates behaviors and may
impact structures involved in motricity, including the primary motor cortex (M1). Known for
its prominent role in voluntary movements control, the M1 shares anatomical and functional
connections with key structures of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. However, little is
known about the relationship between stress and the M1. Gaining insight on stress impact on
M1 network functioning in physiological conditions may lead to a better understanding of its
outcomes in the context of an already altered network, as observed in amyotrophic lateral
sclerosis (ALS). Thus, the present work aimed at deciphering the influence of stress on M1
excitability and plasticity in physiological conditions in adult mice, and to evaluate its
consequences in the SOD1G93A (SOD) mouse model of ALS. First, in vitro and in vivo
electrophysiological recordings of interneurons excitability within M1 and network synaptic
plasticity between the M1 of both hemispheres (M1-M1), respectively, highlighted that acute
stress tended to increase global M1 activity in WT, while decreasing it in SOD mice.
Immunohistochemistry approach showed within the M1 of stress animals, changes in the
expression of two regulators of GABAergic inhibition efficacy, the chloride cotransporters,
KCC2 and NKCL1. Stress enhanced KCC2 in WT but enhanced NKCC1 expressions in SOD
mice. These changes in KCC2/NKCC1 ratio may suggest distinct inhibitory transmission
regulation between these two groups. Second, using the same in vivo electrophysiological and
immunohistochemistry approaches, we showed that similarly to an acute stress, a prenatal stress
promoted the increase of M1 activity in WT and its reduction in SOD animals. These changes
were associated with increases in both KCC2 and NKCC1 expressions, regardless of the
genotype, which could be kinked with their roles in spinogenesis and inflammatory processes,
respectively. Finally, behavioural testing showed that stress, whether acute or prenatal, induced
cognitive deficits in both WT and SOD mice. However, only animals subjected to a prenatal
stress demonstrated motor impairments, which could reveal a possible relationship between
plasticity changes following prenatal stress and motor alterations in these mice. While prenatal
stress did not influence survival in SOD animals, it slightly precipitated ALS symptoms onset.
As a whole, these results highlight the impact of stress on M1 activity and plasticity and
emphasises the need of a better understanding of such changes outcomes in stress response
regulation and in ALS evolution.

Keywords: acute stress, amyotrophic lateral sclerosis, corticosterone, electrophysiology, prenatal
stress, primary motor cortex, SOD1G93A, synaptic plasticity
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Introduction Géneérale




|- Le stress

Touchant les domaines de la vie sociale, affective et professionnelle, le stress est un
élément indissociable de notre quotidien. Si son concept a évolué au cours du temps, il
représente aujourd’hui une réponse naturelle et spontanée d’adaptation de 1’organisme
indispensable a sa survie. Via Dl’activation du systéme nerveux autonome et de 1’axe
corticotrope, le stress module un grand nombre de phénomenes physiologiques afin de
mobiliser les ressources nécessaires a cette adaptation. Il recrute ainsi des circuits neuronaux
précis, mettant en jeu des structures limbiques telles que 1’amygdale, I”’hippocampe et le cortex
préfrontal, dont il influence le fonctionnement en altérant leur excitabilité. Cependant, si ses
effets a court terme sont benéfiques, son intensité et/ou sa chronicité peuvent favoriser le
développement de pathologies, ou aggraver une situation préalablement délétere. L’ influence
du stress, qu’elle soit positive ou négative a ainsi majoritairement été étudiée au sein de ces
structures limbiques. Or, s’il impacte les fonctions cognitives et émotionnelles, la mise en place
de comportements adaptés dans le cadre de la réponse au stress engage également les fonctions

motrices.

1- La réponse de stress

1.1- Evolution du concept de stress

Avec son modéle de « fight-or-flight », qui illustre la mobilisation par I’organisme de
ses ressources énergetiques face a une situation stressante, afin de permettre une réaction rapide
d’attaque ou de fuite, Walter Cannon est ’'un des premiers a évoquer la dimension
psychologique du stress en biologie (Cannon, 1915). Dans cette définition, le stress désigne
aussi bien la cause, c’est-a-dire la situation environnementale a 1’origine du stress, que les

conséquences physiologiques et comportementales qu’il engendre.

Par la suite, Hans Selye, I’un des fondateurs de la théorie du stress, définira ce dernier
comme ’ensemble des conséquences dues a une situation menagant I’équilibre de 1’organisme,
ou homéostasie, selon le terme établi par Cannon (1929). Il est alors le premier a distinguer les
causes du stress (les « stresseurs »), de ses conséquences (la « réponse de stress ») en tant que

telles.



Selye postule que, quelle que soit la nature du stresseur, il se produit une réponse non spécifique
de I’organisme, qu’il nomme « syndrome général d’adaptation », se déroulant en trois phases

successives :

» La phase d’alarme marque le début de la réaction de stress. Elle correspond a une étape
préparatoire de 1’organisme, lui permettant de réunir les ressources physiologiques
nécessaires pour faire face au stresseur.

» Une phase de résistance se met ensuite en place, au cours de laquelle I’organisme utilise
les ressources mobilisées afin de retrouver son homéostasie.

» Enfin, en cas du maintien de la situation menacante dans le temps, une phase d’épuisement
peut survenir. Cette derniere illustre I’incapacité de 1’organisme a maintenir son
homeéostasie face au stresseur, et peut étre a 1’origine de I’apparition de pathologies (Selye,
1936, 1950).

Lazarus et Folkman apportent une dimension supplémentaire a ce concept de stress, en
faisant intervenir la notion de « transaction » entre les caractéristiques de I’environnement et
celles du sujet. Ainsi, une situation sera stressante selon la perception qu’en aura le sujet et, le

cas écheant, déclenchera une réaction de stress se déroulant en deux temps :

» D’abord une phase d’évaluation, consistant pour le sujet a déterminer les enjeux de la
situation menagante, ainsi que les ressources personnelles et sociales qu’il pourra mobiliser
afin d’y résister.

» Puis suit une phase de réaction, caractérisée par la mise en place de stratégies dites de
«coping », correspondant a I’ensemble des réactions cognitives, émotionnelles et
comportementales que le sujet mettra en place face a la situation menacante, pour tenter

d’y faire face (Lazarus et Folkman, 1984).

Le stress pourrait donc se définir comme une réponse naturelle et spontanée
d’adaptation du corps, face a une situation percue comme une menace (physique ou psychique),
et permettant, afin de faire face a cette menace, la mobilisation indispensable de ressources

physiologiques, psychologiques et comportementales nécessaires.

1.2- Anatomie et physiologie

Afin de faire face a une situation percue stressante et permettre la mise en place de
comportements adaptés, la réponse de stress recrute différentes structures mettant en jeu les

systemes nerveux périphérique et central, via la libération de médiateurs chimiques (de Kloet



et al., 2005; Joéls et Baram, 2009; Smith et Vale, 2006). La physiologie du stress repose sur

deux composantes :

» Une réponse rapide a court terme, médiée par le systeme nerveux autonome (sympathique
et parasympathique).
» Une réponse plus lente & long terme sous-tendue par I’axe corticotrope, OU axe

hypothalamo-pituitaire-adrénalien (HPA).

1.2.1- Activation du systeme nerveux autonome

Dans un premier temps, le stress active le systeme nerveux autonome qui, via la
sécrétion de catécholamines (adrénaline et noradrénaline), entraine des modifications
physiologiques (augmentation des rythmes cardiaque et respiratoire, de la pression sanguine,
de la glycémie, réduction de la motilité intestinale...) visant & augmenter les niveaux d’alerte
et de vigilance, et permettre au corps d’étre dans des dispositions métaboliques facilitant une

réaction comportementale rapide (de Kloet et al., 2005; Timmermans et al., 2019).

1.2.2- Activation de |’axe corticotrope

Dans un deuxieme temps survient une réponse hormonale plus lente, médiée par I’axe
corticotrope, permettant 1’amplification de la réaction de stress et la mise en place d’une
adaptation de 1’organisme sur le long terme. Cet axe fait intervenir trois structures distinctes

interconnectées que sont I’hypothalamus, I’hypophyse et les glandes surrénales (Fig. 1).
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C’est au niveau de I’hypothalamus, qui regoit des afférences provenant du systeme nerveux
sympathique, que le signal de stress est intégré. Ce dernier engendre alors la libération par les
neurones parvocellulaires du noyau paraventriculaire (NPV) de corticolibérine, ou CRH
(Corticotropin Releasing Hormone), principal médiateur de 1’axe corticotrope. La liaison de la
CRH sur ses récepteurs entraine ensuite la libération au niveau des lobes antérieurs de
I’hypophyse (I’adénohypophyse) de 1’hormone corticotrope, ou ACTH (Adrenocorticotropin
Hormone), dans la circulation générale. Cette derniére stimule a son tour la libération par les
glandes surrénales de stéroides, les glucocorticoides (GCs). Ces hormones, en se liant & leurs
récepteurs (centraux et périphériques), vont promouvoir I’adaptation lors de la réponse de
stress. Au-dela d’un certain seuil, les GCs vont exercer un rétrocontrole négatif sur I’ensemble
des structures de I’axe afin de limiter les effets délétéres d’une surexposition de 1I’organisme a

ces hormones (Fig. 1) (de Kloet et al., 2005; Timmermans et al., 2019).

Il est aussi a signaler que d’autres facteurs, tels que les hormones sexuelles (testostérone et
progestérone), produites par les gonades, jouent un réle essentiel dans la mise en place,

I’activation et la régulation de I’axe corticotrope (Oyola et Handa, 2017).

1.3- Role des glucocorticoides

Acteurs majeurs de la réponse de stress, les GCs sont des hormones stéroides dérivées
du cholestérol, on parle de cortisol chez I’Homme et de corticostérone (CORT) chez les
rongeurs. Leur sécrétion par les glandes surrénales en conditions basales est rythmique, avec
un pic de libération le matin chez I’étre humain et en début de nuit pour les animaux nocturnes,

tels que la souris.

Les GCs existent sous deux formes, inactive (la cortisone chez I’'Homme et la 11-
déshydrocorticostérone chez la souris) et active (cortisol et CORT). Le passage de la forme
inactive vers la forme active est medié par une enzyme, la 11p-hydroxystéroide déshydrogénase
1 (11B-HSD1), la réaction inverse est quant a elle catalysee par la 113-HSD2 (Fig. 2). Ces deux
enzymes étant différentiellement exprimées selon les tissus, ce ratio entre forme active et
inactive permet une régulation spatiale de I’action des GCs. Une fois activés, les GCs sont
libérés dans la circulation sanguine et, de par leurs propriétés lipophiles, traversent les
membranes biologiques afin de se lier & leurs récepteurs (de Kloet et al., 2005; Timmermans et
al., 2019).



Figure 2. Réaction de conversion des GCs. Les
formes inactives des GCs, la cortisone (Homme) et la
11-déshydrocorticostérone (souris), sont activées
respectivement sous forme de cortisol et CORT par la
11B8-HSD1. La réaction inverse est catalysée par la
11B-HSD2. Adapté d’apres Timmermans et al. (2019).
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Les récepteurs liant les GCs font partie de la famille des facteurs de transcription, il en
existe deux types: les récepteurs aux glucocorticoides (GR) et les récepteurs aux
minéralocorticoides (MR). Les GR sont représentés de facon ubiquitaire au sein du systeme
nerveux central et des tissus périphériques, alors que les MR sont plus spécifiquement distribués
au niveau de structures limbiques, notamment 1’hippocampe et I’amygdale. Si ces deux types
de récepteurs sont trés similaires en termes de physiologie et de structure, ils difféerent quant a
leur affinité pour les GCs, cette derniere étant dix fois plus élevée pour les MR. Ainsi, ces MR
contribuent principalement a la régulation de 1’activité basale de I’axe corticotrope, alors que
les GR sont plutt activés dans le cadre de pics de libération de GCs, en conditions
physiologiques du fait des rythmes circadiens ou suite a un stress (de Kloet et al., 2005; Russell
et Lightman, 2019; Timmermans et al., 2019).

Les GCs exercent leurs effets selon deux processus : génomique et non-génomigque.
Dans le cadre d’une action génomique, la liaison des GCs sur leurs récepteurs entraine la
translocation de ces derniers, initialement localisés dans le cytoplasme des cellules, au noyau.
Les complexes GCs-récepteurs vont ainsi pouvoir se fixer au niveau de I’ADN et réguler la
transcription de génes cibles. L’action non-génomique des GCs, plus rapide, repose quant a elle
sur des mécanismes moins bien connus, pouvant impacter différents processus tels que les voies
de signalisation de type MAPK (mitogen activated protein kinase), les propriétés physico-
chimiques des membranes lipidiques, la fonction mitochondriale ou encore la sécrétion
d’endocannabinoides par les neurones parvocellulaires au sein du NPV (de Kloet et al., 2005;

Timmermans et al., 2019).

Ainsi, la libération de GCs suite a la stimulation de 1’axe corticotrope par un stress

produit, via des mécanismes génomiques et non-génomiques, une cascade de processus



moléculaires, cellulaires et comportementaux, permettant une adaptation optimale de
I’organisme face a la situation stressante et mettant en jeu différentes structures nerveuses, dont

les aires limbiques.

1.4- Structures limbiques impliquées

Parmi les aires cérébrales engagées dans la réponse de stress, on trouve trois structures
majeures, impliquées dans la régulation des émotions et des processus mnésiques associés :

I’amygdale, I’hippocampe et le cortex préfrontal (Jankord et Herman, 2008).

Composante clé de la réponse au stress jouant un role pivot entre intégration sensorielle
et résultante motrice, I’amygdale est une structure hétérogene localisée en profondeur dans le
lobe temporal. Via son noyau latéral (LA), elle assimile des informations provenant de
nombreuses aires cérébrales, recevant en particulier des afférences en provenance du thalamus
et des régions corticales. Elle envoie également des projections issues pour leur majorité de son
noyau central (CeA), mais également du noyau médian (MeA) (Fig. 3). L’amygdale établit ainsi
des connexions indirectes avec le NPV, lui permettant de réguler 1’axe corticotrope, qu’elle
potentialise. Elle réalise également des synapses réciproques directes avec d’autres structures
nerveuses impliquées dans la réponse de stress, en particulier 1’hippocampe et le cortex
préfrontal. Ces connexions lui conférent un rdéle modulateur des comportements, notamment en

cas de stress.

Les modifications de I’amygdale observées aprés un stress touchent en particulier son
architecture dendritique, ainsi que la force des connexions établies avec le cortex préfrontal et
I’hippocampe. Ces changements sont dépendants du type et de la chronicité du stress ainsi que
des connexions établies entre I’amygdale et les autres structures neuronales. 1l est également &
souligner que les différents noyaux de I’amygdale ne sont pas tous impliqués de la méme fagon
dans la régulation de la reponse de stress. En effet, alors que le noyau CeA est activé en cas de
stresseurs systémiques (inflammation, hémorragie...), les noyaux MeA et basolatéral (BLA)
sont recrutés dans le cadre de stresseurs psychogéniques (un stress de contention par exemple)
(Jankord et Herman, 2008; Rodrigues et al., 2009; Zhang et al., 2021).
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Figure 3. Afférences et efférences des noyaux majeurs de 'amygdale. BA, basal amygdala; BF,
basal forebrain; BNST, bed nucleus of the stria terminalis; CeA, central amygdala; DRN, dorsal raphe
nucleus; EC, entorhinal cortex; GABAergic, gamma-aminobutyricacidergic; LA, lateral amygdala; LC,
locus coeruleus; MeA, medial amygdala; mPFC, medial prefrontal cortex; NAC, nucleus accumbens;
NTS, nucleus of the solitary tract; PAG, periaqueductal gray; PBN, parabrachial nucleus; SNL, lateral
substantia nigra; VTA, ventral tegmental area. D’apres Zhang et al. (2021).

1.4.2- L’hippocampe

L’hippocampe, également situé¢ dans le lobe temporal, possede quant a lui un role
majeur dans le rétrocontrdle négatif exercé sur 1’axe corticotrope. Son influence inhibitrice sur
ce dernier trouve son origine au niveau de I’hippocampe ventral, plus précisément au sein du
subiculum ventral. Tout comme pour 1’amygdale, les efférences du subiculum ventral vers le
NPV sont en majorité indirectes. Si la régulation de la réponse au stress dépend en grande
majorité de I’activité du subiculum ventral, ce dernier est plutdt activé dans le cas de stress di

a des facteurs psychogéniques et non systémiques.

Enfin, les projections réciproques entre I’amygdale (BLA et CeA) et I’hippocampe ventral sont
associees au rappel et au renouvellement de la réaction de peur liée a un contexte émotionnel
et auraient un role dans 1’augmentation de 1’anxiété associée a I’anticipation d’un événement

stressant (Jankord et Herman, 2008; Ulrich-Lai et Herman, 2009; Zhang et al., 2021).
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Le cortex préfrontal, et plus spécifiquement sa partie médiane (CPFm), influence
également négativement 1’activité de 1’axe corticotrope. A nouveau, cette modulation suivant
un stress est tres sensible au type et a la durée du stresseur, selon les subdivisions du CPFm.
Ainsi, le CPFm prélimbique est plutdt impliqué dans le stress psychogénique, et le CPFm

infralimbique dans le stress systémique.

Les connexions réciproques entre I’amygdale et le CPFm sont reliées aux conséquences du
stress sur les comportements en lien avec les fonctions cognitives supérieures et I’expression
de comportements de type anxieux (Jankord et Herman, 2008; Ulrich-Lai et Herman, 2009; W.-
H. Zhang et al., 2021).

2- Influence du stress sur la transmission
neuronale

Comme décrit ci-dessus, le stress et ses médiateurs induisent ’activation d’aires
cérébrales spécifiques en interaction les unes avec les autres. Ces interactions nécessitent la
libération de neurotransmetteurs appropriés, associées a des phénomeénes de plasticité
synaptique. De fait, le stress module la transmission neuronale, notamment celles dépendant du
glutamate et de I’acide gamma-aminobutyrique (GABA), principaux neurotransmetteurs
respectivement excitateur et inhibiteur au sein du systeme nerveux central (Joéls et Baram,
2009; Ulrich-Lai et Herman, 2009).

2.1- Quelques rappels sur la plasticité synaptique

La plasticité synaptique est une des fonctions les plus fondamentales du systeme
nerveux. Elle désigne la modification de la force et/ou de I’efficacité d une connexion nerveuse,
en reponse a une activité neuronale spécifique. Ces changements, plus ou moins durables dans
le temps, sont considérés comme indispensables dans les apprentissages et la mémoire et
constituent des mécanismes essentiels de I’adaptation neuronale. Initialement décrits au niveau
de synapses excitatrices, ces phénomenes de plasticité ont egalement été observés au sein des
synapses inhibitrices, et peuvent se derouler sur le court ou le long terme (Citri et Malenka,
2008; Magee et Grienberger, 2020).
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La plasticité a court terme

La plasticité a court terme, d’une durée variant de plusieurs millisecondes a quelques
minutes, influence le traitement de I’information neuronale par les synapses, et jouerait un role
dans les processus d’adaptation et de mémoire a court terme. Elle est en général déclenchée par
une bréve activité neuronale « en burst », conduisant & une accumulation temporaire de calcium
au niveau présynaptique. Cette derniére influence la probabilité de libération en présynaptique
de vésicules contenant des neurotransmetteurs, et le type de plasticité a court terme qui en

résulte.

Les formes les plus bréves de cette plasticité (quelques millisecondes) peuvent étre évaluées
via des protocoles de stimulations appariées (« paired-pulse »), qui consistent a dispenser, au
niveau des neurones ou de la structure d’intérét, deux stimulations électriques successives
identiques, séparées par un bref intervalle de temps. Chaque stimulus déclenchant une réponse
neuronale, celle induite lors du second stimulus peut alors étre augmentée par rapport a la
premiere, on parle de facilitation (« paired-pulse facilitation », PPF), ou diminuée, il s’agit alors
d’une inhibition ou d’une dépression (« paired-pulse inhibition/depression », PPI/PPD).
Souvent, une PPD sera observée pour des intervalles de temps, entre les deux stimulations,
inférieurs a 20 ms, et une PPF pour des intervalles de 1’ordre de 20 a 500 ms. Une méme synapse
peut présenter ces deux formes de plasticité a court terme, selon 1’activité neuronale récente au
niveau de cette connexion. Une synapse avec déja une probabilité elevée de libération de
vésicules présentera une PPD, a I’inverse une synapse associée a une faible probabilité de

libération de vésicules exposera une PPF.

D’autres formes de plasticité a court terme plus durables (quelques secondes a plusieurs
minutes) existent également. Ces derniéres sont induites a 1’aide de stimulations prolongées
(200 ms a 5 s) répétitives, voire tétaniques, a haute fréquence (10-200 Hz), et prennent la forme

d’une potentialisation post-tétanique, ou dans certains cas d’une dépression (Citri et Malenka,
2008).

La plasticité a long terme

Les phénomeénes de plasticité a long terme, pouvant perdurer quelques heures voire
plusieurs jours, sont associés aux apprentissages ainsi qu’aux processus mnésiques. Le concept

de plasticité a long terme a été initialement proposé il y a plus d’un si¢cle par Ramon y Cajal.
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Il est repris en 1949 par Donald Hebb, qui postule que la mémoire se formerait dans le cerveau
suite a un renforcement de D’efficacité synaptique, due a la concomitance d’une activité
neuronale persistante en preé et post-synaptique (Hebb, 1949). Ce n’est que dans les années 70
que Bliss et ses collaborateurs apportent la preuve expérimentale de 1’existence d’une telle
plasticité au sein de I’hippocampe. Ils démontrent alors que la stimulation a haute fréquence (>
50 Hz) d’une afférence excitatrice (la voie perforante) induit dans 1’élément post-synaptique (le
gyrus denté hippocampique) une augmentation de la force synaptique (Bliss et Lamo, 1973).
Ce phénomeéne, dénommé potentialisation & long terme (LTP), ainsi que son pendant, la
dépression a long terme (LTD), obtenue suite a une stimulation a basse fréquence (1 -5 Hz) de
I’élément présynaptique, ont été largement étudiés, et constituent les deux formes prototypiques

de plasticité a long terme (Citri et Malenka, 2008; Magee et Grienberger, 2020).

Les formes de LTP et LTD les plus connues sont celles dépendant de 1’activation de
récepteurs ionotropiques au glutamate, que sont les récepteurs AMPA (alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid) et NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Fig.4). |l
s’agit de récepteurs canaux permettant ’entrée de cations au niveau du neurone post-
synaptique. Les récepteurs AMPA permettent ainsi le passage des ions sodium (Na®), et les
NMDA laissent a la fois entrer les ions Na*, mais surtout les ions calcium (Ca?*). En conditions
basales, les récepteurs AMPA interviennent dans la transmission neuronale rapide normale,
assurant la propagation de l'influx nerveux. Les récepteurs NMDA sont quant a eux inactifs, en
raison du blocage de leur canal par des ions magnésium (Mg?*). Ils ne rentrent en jeu qu’en cas
d'activité élevée de la part des neurones présynaptiques, dont la dépolarisation permet
I’expulsion du bouchon Mg?*, et donc ’entrée massive de Ca?* dans le neurone postsynaptique.
Cette activation des récepteurs NMDA facilite également 1’entrée de Ca?* par ’ouverture de

canaux calciques dépendants du voltage.

Aussi, I’expression d’une LTP demandant une forte activation initiale de ces récepteurs
NMDA, elle nécessite expérimentalement 1’utilisation d’une stimulation & haute fréquence.
L’augmentation de calcium post synaptique qui en découle, conduit & une cascade de
signalisation intracellulaire dépendante de kinases, & une augmentation de la conductance des
récepteurs AMPA, et promeut I’incorporation et la stabilisation de récepteurs AMPA
supplémentaires au niveau post-synaptique (Fig.4). Le maintien dans le temps de cette plasticité
dépend de processus transcriptionnels et de la synthese de protéines, mais ¢galement de 1’action
de Rho-kinases et de messagers rétrogrades, associés a des modifications structurelles de

I’arborisation dendritique des cellules. Enfin, des récepteurs métabotropiques, couplés a des
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protéines G, participent a ces changements et les amplifient, en mobilisant les ions Ca?* issus
des réserves intracellulaires (réticulum endoplasmique) (Citri et Malenka, 2008; O’Kane et al.,
2004; B.-B. Zhang et al., 2019).
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Figure 4. Principe de la LTP et de la LTD dépendantes des récepteurs NMDA au niveau des
synapses excitatrices de I’hippocampe. (A) Exemple de LTP (& gauche) et de LTD (a droite) au
niveau de 'aire CA1 de I'hippocampe, induites respectivement par une stimulation haute fréquence (100
Hz pendant 1 s; fleche noire) et une stimulation basse fréquence (5 Hz pendant 3 min; fleche blanche).
La force des connexions synaptiques correspond au pourcentage de variation de I'amplitude des
potentiels de champ post-synaptiques excitateurs (fEPSP, normalisés par rapport a la baseline) en
fonction du temps. Echelle : 0.5 mV; 10 ms. (B) Principe de fonctionnement de la plasticité & long terme
des synapses excitatrices. Lors de la transmission synaptique basale (a gauche), le glutamate libéré
dans la fente synaptique se lie aux récepteurs AMPA et NMDA mais ces derniers, contrairement aux
récepteurs AMPA, ne laissent pas passer les ions Na*, du fait d’'un blocage induit par les ions
magnésium (Mg?*). Lors d’'une dépolarisation en postsynaptique (a droite), le blocage des récepteurs
NMDA induit par les ions Mg?* est levé, permettant leur ouverture et le passage d’ions Na* et Ca?*.
L’augmentation subséquente de Ca?" au niveau des épines dendritiques permet d’enclencher la
cascade de signalisation nécessaire a I'induction de plasticité a long terme. Adapté d’apres Citri et
Malenka (2008).
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L’induction d’une LTD nécessite quant a elle une faible activation des récepteurs NMDA, ce
qui expérimentalement, est réalisé a 1’aide d’une stimulation prolongée a basse fréquence. Les
faibles niveaux de calcium en postsynaptique résultant de cette activation modeste des
récepteurs NMDA, conduisent a 1’activation de phosphatases, qui induisent 1’endocytose des
récepteurs AMPA (Fig.4). Le maintien dans le temps de cette plasticité pourrait également

dépendre de mécanismes transcriptionnels (Citri et Malenka, 2008).

D’autres formes de plasticité a long terme existent, telles que la LTP présynaptique, la LTD
dépendante de I’activation de récepteurs métabotropiques du glutamate (mGlu) ou encore la

LTD dépendante de la libération d’endocannabinoides (Citri et Malenka, 2008).

Le cas des synapses inhibitrices

Si ces phénomeénes de plasticité ont originellement été décrits au sein de synapses
excitatrices, il est aujourd’hui acquis que les connexions inhibitrices présentent également une
plasticité synaptique, a court comme a long terme, dépendante de I'activité neuronale. Les
mécanismes impliqués sont cependant trés variés, mettant en jeu des processus pré et/ou post-
synaptiques, nécessitant parfois le concours de la transmission glutamatergique, et dépendant
grandement des populations neuronales impliquées ainsi que du tissu nerveux dans lequel ces
phénomeénes plastiques prennent place. De maniére générale, ces processus plastiques modulent
la libération de GABA au niveau présynaptique et/ou modifient le nombre ainsi que 1’activité
des récepteurs au GABA de type A (GABAA) (Castillo et al., 2011; Maffei, 2011).

La plasticité a long terme des synapses GABAergiques peut étre attribuée a un changement
d’efficacité de la transmission inhibitrice d’origine présynaptique ou postsynaptique (Castillo
etal., 2011).

» Les formes présynaptiques sont classiquement hétérosynaptiques, c¢’est-a-dire necessitant

I’activation des synapses excitatrices (glutamatergiques) voisines, qui interviennent soit :

e Directement sur 1’élément présynaptique GABAergique, en activant les récepteurs
NMDA qui y sont localisés et conduisant a une LTP ou LTD des synapses inhibitrices.
Ces changements sont dépendants d’une élévation intracellulaire en calcium (Fig. 5A).

e Viale concours de messagers rétrogrades. Il s’agit de molécules synthétisées au niveau
de I’élément postsynaptique, suite a une activité neuronale excitatrice, exercant leur
action au niveau de 1’élément présynaptique. Certains, tels que les endocannabinoides

(eCB), induisent une LTD, d’autres comme le BDNF (brain-derived neurotrophic
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factor) et le monoxyde d’azote (NO) déclenchent au contraire une LTP. La libération
seule de ces messagers n’est pas suffisante pour induire des phénomeénes de plasticité.
En effet, une activité neuronale préalable est nécessaire, de méme que dans certains
cas une augmentation intracellulaire de calcium, ou encore la liaison du glutamate a

ses récepteurs mGlu de type 1 (Fig. 5B-D).

A. LTD/LTP dépendante des
récepteurs NMDA B. LTD dépendante des eCBs

C. LTP dépendante du BDNF

NMDAR 4J Glu

VGCC

Figure 5. Mécanismes moléculaires sous-tendant les différentes formes de plasticité
présynaptique de la transmission GABAergique, aprés la stimulation répétée d’une afférence.
(A) Plasticité a long terme dépendante de l'activation directe des récepteurs NMDA des synapses
inhibitrices, par le glutamate libéré au niveau des synapses excitatrices voisines. (B-D) Plasticité a long
terme dépendante de messagers rétrogrades. L’activité neuronale excitatrice induit, selon différents
mécanismes, la libération de messagers rétrogrades, eCBs (B), BDNF (C) ou encore NO (D), lesquels
déclenchent ensuite la cascade de signalisation cellulaire nécessaire a I'induction de LTD ou LTP, selon
le messager. CaN, calcineurin; CB1R, récepteur cannabinoide de type 1; cGMP, guanosine
monophosphate cyclique; DAG, diacylglycérol; DGL, diacylglycerol lipase; GC, guanylate cyclase; Glu,
glutamate; mGIuR-/, récepteur métabotropique au glutamate de type 1; uOR, récepteur aux opiacés u;
NOS, nitric oxide synthase; PKA, protéine kinase A; PLC, phospholipase C; RIM1a, domaine
multiprotéique RIM 1a; TrkB, récepteur a la tyrosine kinase B; VGCCs, canaux calciques voltage-
dépendants; 2-AG, 2-Arachidonylglycérol (un eCB). Adapté d’apres Castillo et al. (2011).
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» Les formes postsynaptiques peuvent quant a elles mettre en jeu différents mécanismes

cellulaires, dont :

e Des changements de la concentration intracellulaire en ions chlorures, et du gradient
cellulaire associé, dont dépend I’efficacité de la transmission GABAergique (Castillo
et al., 2011). Ce mécanisme est abordé plus en détails au cours du chapitre suivant.

e Laphosphorylation ou déphosphorylation des récepteurs GABA par des kinases (PKC,
CaMKII, PKA) et phosphatases (calcineurine), afin de moduler leur activité
(Arancibia-Carcamo et Kittler, 2009; Castillo et al., 2011; Houston et al., 2009).

e La modification du transport vésiculaire, avec par exemple une augmentation de
I’exocytose ou de 1’endocytose des récepteurs GABAA, entrainant respectivement
I’augmentation ou la réduction de la transmission inhibitrice (Arancibia-Carcamo et
Kittler, 2009; Castillo et al., 2011).

La métaplasticité

La métaplasticité, décrite par Abraham et Bear (1996), se définit comme étant la
plasticité de la plasticité synaptique. Elle s’illustre par son aptitude a modifier la capacité des
synapses, excitatrices comme inhibitrices, a exprimer des phénomenes plastiques tels que la
LTP et/ou la LTD, suite aux modifications de I’activité neuronale ou d’un protocole
expérimental, le cas échéant. Ce phénoméne, di a des changements neuronaux persistants
induits par ’activité antérieure des synapses, pourrait impliquer de nombreux mécanismes, dont
une altération de la fonction des récepteurs NMDA, I’activation de récepteurs métabotropiques
du glutamate (types 1 et 5), ou encore des modifications du trafic des récepteurs AMPA vers la

membrane postsynaptique (Abraham, 2008).

2.2- Le stress et les transmissions excitatrice et inhibitrice

Les transmissions excitatrices et inhibitrices dans le cerveau mature sont principalement
médiées par le glutamate et le GABA. La coopération de ces deux composantes est nécessaire
au maintien de 1’équilibre des réseaux neuronaux, et sous-tend les fonctions cérébrales. Le
stress, en agissant sur cet équilibre, d’abord au sein de structures clés de I’axe corticotrope,
telles que le NPV, ensuite au niveau des structures limbiques, influence ces fonctions

cérébrales.
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Les neurones parvocellulaires libérant la CRH au sein du NPV ont un réle déterminant
dans ’activation de I’axe corticotrope, ils intégrent ainsi de nombreux signaux excitateurs et
inhibiteurs afin d’ajuster I’activité de 1’axe, et réguler la réponse de stress (Herman et al., 2002).
De fait, le NPV recoit un grand nombre d’afférences glutamatergiques et GABAergiques
provenant d’aires cérébrales intra et extra-hypothalamiques (Herman et al., 2004; Miklos et
Kovécs, 2012; Pol et al., 1990). Certaines de ces connexions servent de relai aux structures
impliquées dans la régulation des émotions et du stress, telles que 1’hippocampe, 1’amygdale et
le cortex préfrontal, lesquelles ne réalisent que peu, voire aucune connexion directe avec le

NPV, comme précisé en amont (Cullinan et al., 2008; Herman et al., 2002).

La transmission glutamatergique

Les afférences glutamatergiques du NPV sont impliquées dans ’activation de 1’axe
corticotrope (Boudaba et al., 1997; Darlington et al., 1989; Makara et Stark, 1975; Pol et al.,
1990; Wuarin et Dudek, 1991), et dans la réponse de stress (Ziegler et Herman, 2000). Le stress
peut en effet agir sur cette transmission glutamatergique en induisant des phénomeénes de
plasticité synaptique. Ainsi, chez les rongeurs, une exposition a un stress aigu conduit, via la
libération locale de CRH, a une diminution de 1’expression des récepteurs NMDA, et donc de
la transmission excitatrice associée. Cette réduction de I’excitation dépendante des récepteurs
NMDA empécherait alors la libération de certains messagers inhibiteurs. Cela a pour
conséquence d’entrainer, suite a une stimulation haute fréquence, une potentialisation & court
terme de la transmission excitatrice au sein du NPV. Cette potentialisation a court terme serait
due a une modification du mode de libération du glutamate, qui passerait d’un mode
monovésiculaire a multivésiculaire, changement pouvant perdurer jusqu’a 72 heures apres

induction du stress (Kuzmiski et al., 2010).

D’autres types de stress, survenant précocement au cours de la vie, ou de fagon chronique a
I’age adulte, peuvent également générer une altération des acteurs de la transmission excitatrice,
allant dans le sens d’une augmentation du nombre d’afférences glutamatergiques sur le NPV.
Ce phénomene pourrait étre a ’origine de I’hyperactivité et hyper-réactivité de ’axe
corticotrope, observées lors d’un stress chronique (Flak et al., 2009; Gunn et al., 2013; Miklds
et Kovacs, 2012).

Enfin les médiateurs du stress, la noradrénaline et les GCs, induisent une augmentation

de I’expression de récepteurs du glutamate mGlu, respectivement les types 1 (mGlul) et 5
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(mGIlu5), au niveau du NPV. La cascade de signalisation intracellulaire résultant de leur
activation module la plasticité au sein des synapses GABAergiques environnantes, démontrant
la nécessité d’une interaction entre excitations et inhibitions dans la régulation de 1’activité de

I’axe corticotrope (Inoue et al., 2013; Wamsteeker Cusulin et al., 2013).

La transmission GABAergique

Parmi les nombreuses afférences regues par le NPV, environ la moitié est constituée de
projections GABAergiques (Miklos et Kovacs, 2012). L’omniprésence de ces projections
suppose 1’existence d’un controle inhibiteur essentiel exercé sur le NPV et donc sur 1’axe
corticotrope. Conformément a cette idée, il a été démontré chez les rongeurs que I’injection de
bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAA, au sein du NPV en ’absence de stress,
accroit I’activité des neurones parvocellulaires, et augmente le niveau de GCs circulants (Cole
et Sawchenko, 2002; Hewitt et al., 2009). L’injection au niveau du NPV d’un neurostéroide, la
tétrahydrodésoxycorticostérone (THDOC), diminue I’activité de 1’axe corticotrope, suggérant
que les GCs favoriseraient 1’action GABAergique exercée sur le NPV en absence de stress,

concordant avec leur role dans le rétrocontrole négatif de I’axe corticotrope (Sarkar et al., 2011).

Cependant, I’injection de bicuculline ne déclenche pas d’effet immédiatement suivant un stress
(Cullinan et al., 2008; Hewitt et al., 2009), et potentialise I’augmentation subséquente des GCs
une heure apres (Cullinan et al., 2008). Par ailleurs, I’injection de THDOC entraine, 30 min
apres un stress, une augmentation de I’activité des neurones parvocellulaires, et amplifie les
niveaux de GCs circulants (Sarkar et al., 2011). Le stress influence donc la transmission
GABAergique au sein du NPV de facon transitoire, désinhibant les neurones parvocellulaires
afin d’initier et d’amplifier la réponse neuroendocrine, laquelle est, dans un deuxiéme temps,

négativement modulée par les GCs.

De méme que pour la transmission glutamatergique, le stress peut également influencer
la plasticité de la transmission inhibitrice sur les neurones parvocellulaires hypothalamiques.
Les synapses GABAergiques au sein du NPV présentent une plasticité bidirectionnelle, pouvant
exprimer a la fois des phénomenes de LTP ou de LTD, respectivement suite a une stimulation
haute ou basse fréquence des afférences du NPV. Cette plasticité ne s’exprime cependant
qu’apres ’induction d’un stress de contention de 30 minutes, supposant que ce dernier agit en
tant que signal métaplastique. De plus, si la LTP de ces synapses inhibitrices est induite
immédiatement suivant le stress, une LTD ne s’observe que 90 minutes aprés. Enfin, alors que

I’apparition de LTP est dépendante des récepteurs mGlul, et nécessite I’action de la
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noradrénaline sur ses récepteurs B-adrénergiques, la LTD est quant a elle induite via I’activité
des récepteurs mGlub, et dépend de la liaison des GCs sur leurs récepteurs (Inoue et al., 2013;
Wamsteeker Cusulin et al., 2013).

D’autres paradigmes de stress induisent également des modifications de la transmission
GABAergique au sein du NPV. Par exemple, un stress chronique peut induire des modifications
de I’expression de sous-unités des récepteurs GABAAa (Cullinan et Wolfe, 2000; Verkuyl et al.,
2004) ou encore altérer le nombre de contacts synaptiques GABAergiques ainsi que leur
distribution (Miklos et Kovécs, 2012), mécanismes allant dans le sens d’une désinhibition de

I’axe corticotrope.

Cette régulation du stress sur 1’activité de I’axe corticotrope impliquerait une transition
de ’activité inhibitrice du GABA sur le NPV vers une activité GABAergique excitatrice,
imputable a une altération de I’homéostasie du chlorure (Hewitt et al., 2009; Sarkar et al., 2011).

Les cotransporteurs au chlorure KCC2 et NKCC1

Les récepteurs ionotropiques GABAA sont en effet des récepteurs canaux, perméables
aux ions chlorures (CI") consécutivement & la liaison du GABA. Le cas écheant, I’effet de ce
dernier dépendra des concentrations intra et extra-cellulaires en ions ClI. Dans 1’éventualité
d’une concentration intracellulaire en ions CI° ([CI]i) élevée, le potentiel d’inversion du
chlorure (Ec) est plus positif que le potentiel de repos de la cellule (Erepos). L ouverture des
canaux GABAA entraine alors la sortie d’ions CI™ de la cellule, et donc une dépolarisation. En
revanche, une [CI]; basse impliquant un Eci plus négatif que Erepos induira, lors de 1’ouverture
des récepteurs GABAA,, une entrée d’ions CI°, et donc une hyperpolarisation (Fig. 6) (Ben-Ari
etal., 2012).

Le maintien de cette homéostasie est assuré par deux cotransporteurs, que sont NKCC1
(sodium-potassium chloride cotransporter 1), qui fait entrer les ions ClI” dans la cellule et KCC2
(potassium chloride cotransporter 2) qui a pour rble de les faire sortir. En conditions
physiologiques, NKCC1 est trés actif chez les neurones immatures et favorise un effet
dépolarisant du GABA. Au cours du développement, NKCC1 devient inactif et KCC2 assure
un effet hyperpolarisant du GABA (Fig. 6) (Ben-Ari et al., 2012). Ainsi, I’homéostasie du
chlorure étant déterminante dans 1’inhibition dépendante du GABA, I’altération de 1’un ou
I’autre de ces cotransporteurs peut donc avoir un impact majeur sur I’efficacité de 1’inhibition

GABAergique au sein des stuctures cérébrales.
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Figure 6. Régulation de ’lhoméostasie du
chlorure par les co-transporteurs KCC2 et
NKCC1. KCC2 et NKCC1 participent au
maintien de I'homéostasie du chlorure en
faisant respectivement sortir et entrer les ions
Cl. La liaison du GABA sur ses récepteurs
GABAx perméabilisant ces derniers aux ions

Développement
—_—

Ey=-50mV Ey=-70mV

Cl, Tlefficacitt de la transmission

GABA dépolarisant GABA hyperpolarisant GABAergique dépend de [lactivit¢ des
Erepos=-50 MV \f" transporteurs KCC2 et NKCC1. Au cours du

K £ eomy développement, le ratio NKCC1/KCC2
- \/—" diminue et le GABA jusqu'alors dépolarisant

{\ Erepos=-70 mV e — devient hyperpolarisant. Adapté d’apres

Cbme et al. (2019).

Dans le cas de la désinhibition de 1’axe corticotrope suivant un stress, il a été démontré que ce
dernier entrainait une diminution de [’expression de KCC2 au niveau des neurones
parvocellulaires au sein du NPV, conduisant a une augmentation de chlorure intracellulaire et
donc favorisant un effet excitateur du GABA (Hewitt et al., 2009; Sarkar et al., 2011). Cette
perturbation de I’homéostasie du chlorure, associée a la modulation de la plasticité engendrée
par le stress, suppose une possible interaction entre ces phénomeénes. La LTP GABAergique
induisant I’entrée d’ions CI” dans les cellules, elle renforcerait un effet dépolarisant du GABA
dans un contexte favorisant son effet excitateur, comme dans le cas du stress. La LTD produirait
alors I’effet inverse, contribuant a un effet inhibiteur du GABA (Inoue et Bains, 2014).

3.1.2- Au sein des structures limbiques

Au-dela de son influence directe sur 1’axe corticotrope, les stress exerce ses effets sur
les transmissions glutamatergique et GABAergique au sein des structures limbiques, riches en
récepteurs aux GCs.

L’amygdale

Dans I’amygdale, un stress aigu favorise 1’induction de LTP au sein du BLA (Vouimba
et al., 2004, 2006). Par ailleurs, un stress aigu bloque la LTP de la voie amygdalo-préfrontale
(Maroun et Richter-Levin, 2003), mais favorise une LTD de la voie préfronto-amygdalienne
(Maroun, 2006).

L’amygdale subit des changements morphologiques lors d’un stress chronique, lesquels
different selon les noyaux amygdaliens et les populations neuronales concernées. En effet, alors
que les cellules excitatrices au sein du BLA développent une hypertrophie dendritique durable
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lors d’un stress chronique (Eiland et al., 2012; Roozendaal et al., 2009; Vyas et al., 2002, 2004,
2006), les neurones inhibiteurs du BLA et du MeA présentent au contraire une hypotrophie de
leur arborisation dendritique (Bennur et al., 2007; Gilabert-Juan et al., 2011). Ces données
issues d’études menées chez les rongeurs suggérent donc une augmentation de la connectivité
synaptique excitatrice au sein du BLA suivant un stress. En ce sens, Liu et ses collaborateurs
(2020) ont mis en évidence une hyperexcitabilité des neurones excitateurs du BLA,
possiblement due a une augmentation de la transmission glutamatergique en provenance du

cortex préfrontal exercée sur ces mémes cellules.

En parallele, Wei et ses collaborateurs (2018) ont, quant a eux, révélé une baisse de
I’inhibition des neurones excitateurs du BLA, en relation avec une diminution de la
transmission glutamatergique en provenance du cortex préfrontal sur les neurones inhibiteurs

du BLA. Dans I’ensemble, le stress induit donc une désinhibition globale de I’amygdale.

L’hippocampe

De nombreuses études se sont intéressées a I’effet du stress sur la plasticité
hippocampique, de par son role prépondérant dans la mémaoire. Chez les rongeurs, le stress aigu
comme chronique, altére 1I’expression de LTP de la transmission excitatrice des aires CAl et
CA3 et dans le gyrus denté de I’hippocampe (Alfarez et al., 2003; Foy et al., 1987; Kim et al.,
1996; Maroun et Richter-Levin, 2003; Pavlides et al., 2002; Shors et al., 1997; Shors et Dryver,
1994), et favorise I’induction de LTD dans le CA1 (Holderbach et al., 2007; Maroun et Richter-
Levin, 2003; Xu et al., 1997).

Contrairement a ce qui est observé au sein de I’amygdale, un stress chronique induit
plutdt une diminution de D’arborisation dendritique réversible des cellules excitatrices de
I’hippocampe (Roozendaal et al., 2009; Sousa et al., 2000; Vyas et al., 2002), ainsi qu’une
augmentation de la libération de glutamate, probablement a I’origine des changements

morphologiques observés (Joéls et al., 2004; Popoli et al., 2012).

Enfin, les effets du stress aigu sur la fonction GABAergique varient, entrainant une
augmentation ou une diminution des niveaux de GABA extracellulaires selon le type de stress
(de Groote et Linthorst, 2007). Un stress chronique induit quant a lui une augmentation des
courants spontanés inhibiteurs au niveau des cellules pyramidales excitatrices de I’hippocampe
(Hu et al., 2010). Ces effets du stress sont trés probablement en lien avec sa capacité a altérer
le nombre et la fonction des cellules inhibitrices de I’hippocampe, effet trés dépendant des types

de stress et de neurones (Arancibia et al., 2001; Hu et al., 2010; Perlman et al., 2021).
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Le cortex préfrontal

De fagon similaire a ce qui est observé dans I’hippocampe, le stress altére 1’induction
de LTP au sein du cortex préfrontal (Quan et al., 2011) et favorise 1’expression de LTD (Walker
et al., 2015). Un stress aigu comme chronique altére également la LTP de la voie cortex

préfrontal-hippocampe (Cerqueira et al., 2007; Rocher, 2004).

L’induction d’un stress aigu entraine une augmentation de la transmission
glutamatergique du cortex préfrontal, ainsi que de 1’arborisation dendritique de ses cellules
excitatrices (Musazzi et al., 2015). A I’inverse, un stress chronique a été mis en relation avec
une hypotrophie de la morphologie dendritique des cellules glutamatergiques (Cook et
Wellman, 2004; Radley et al., 2006). Le stress aurait donc un effet biphasique sur la

transmission glutamatergique du cortex préfrontal.

Concernant la transmission GABAergique au sein du cortex préfrontal, en cas de stress
chronique, on observe en général une diminution de la fonction GABAergique et des marqueurs
moléculaires qui lui sont associés (Czéh et al., 2018; Duman et al., 2019; Ghosal et al., 2017;
Veeraiah et al., 2014), bien que McKIlveen et ses collaborateurs (2016) aient cependant rapporté
une augmentation de cette transmission inhibitrice. Ces modifications de la transmission
GABAergique seraient dues a I’impact du stress sur 1’activité des interneurones inhibiteurs au
sein du cortex préfrontal. Qu’il soit chronique ou aigu, le stress influence également les effectifs
des populations neuronales et I’activité des interneurones inhibiteurs du cortex. A nouveau, son
effet est cependant tres dépendant du paradigme de stress utilisé, ainsi que du type de neurone
touché (Czéh et al., 2018; Joffe et al., 2022; Perlman et al., 2021).

Si le stress est avant tout une réponse adaptative de I’organisme, son intensité et/ou sa
chronicité peuvent étre a 1’origine de pathologies. Son influence néfaste sur les processus
émotionnels et cognitifs, peut en effet conduire a I’installation de troubles de I’humeur et de
troubles anxieux, qui dépendrait d’un déséquilibre des transmissions glutamatergique et
GABAergique au sein de structures cérébrales limbiques (Fogaca et Duman, 2019; Gellner et
al., 2022; Graybeal et al., 2011; McEwen et al., 2016). Le stress peut également aggraver des
situations prealablement pathologiques, comme dans le cadre de maladies neurodégéneratives,
telles que les maladies d’ Alzheimer ou de Parkinson (Dallé et Mabandla, 2018; Hoeijmakers et
al., 2017; Piirainen et al., 2017; Sotiropoulos et Sousa, 2016; van Wamelen et al., 2020).
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Comme nous venons de le voir, I’influence du stress sur le systeme nerveux a
principalement été décrite dans le cadre de la modulation de 1’axe corticotrope et
majoritairement au sein des structures cerébrales impliquées dans les apprentissages et la
régulation des émotions (amygdale, hippocampe et cortex préfrontal). Or, en tant que réponse
adaptative mettant en jeu des comportements spécifiques, qu’il s’agisse de réactions réflexes
de « fight or flight » ou de stratégies motrices de coping, le stress semble étroitement lié au

systéeme moteur.
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II- Le cortex moteur primaire

Le cortex moteur primaire est a ’origine des commandes motrices volontaires,
lesquelles sont transmises aux muscles via le faisceau pyramidal. Malgré les différences
existant entre les systémes moteurs humain et murin, le cortex moteur présente des similitudes
d’architecture laminaire et de composition cellulaire entre les deux especes. Il est composé
d’une majorit¢ de neurones pyramidaux excitateurs et d’une minorité d’interneurones
inhibiteurs trés diversifiés. Ces populations neuronales sont agencées en circuits spécifiques,
les interneurones en particulier garantissent 1’équilibre entre excitations et inhibitions
indispensable au fonctionnement optimal du cortex moteur primaire. Si ce dernier a longtemps
été cantonné a un réle purement moteur, les études anatomiques et fonctionnelles révélant ses
connexions avec |’amygdale et les glandes surrénales, associées a la présence de
glucocorticoides au sein du systéme moteur, suggerent une implication du cortex moteur
primaire dans la réponse au stress. Les travaux mettant en évidence une influence du stress sur
les fonctions motrices appuient cette hypothése, bien que 1’on ne sache cependant que peu de
choses sur son impact au sein du cortex moteur primaire, que ce soit en conditions

physiologiques, comme pathologiques.

1- Présentation

1.1- Définition et fonctions

Le cortex moteur primaire, ou M1, constitue chez I’Homme la partie postérieure de
I’aire motrice localisée a 1’arriére du lobe frontal. Correspondant a 1’aire 4 de Brodmann, il est
situé juste en avant du sillon central, s’étend latéralement jusqu’au sillon latéral, et
médialement, dans le sillon interhémisphérique, jusqu’au cortex cingulaire (Felten et al., 2015).

Chez la souris, le M1 couvre une large zone du cortex frontal, sa délimitation ayant été

\

caractérisée sur la base de microstimulations du cortex, associées a |’étude de sa

cytoarchitecture (Tennant et al., 2011) (Fig. 7).

Humain Figure 7. Aires motrices corticales chez la
souris et ’lHomme. L’aire motrice s’étend sur une
large partie du cortex frontal chez I'étre humain
comme chez la souris. Le M1 est représenté en
rouge. En bleu, on retrouve I'aire prémotrice chez
'’Homme, et le cortex moteur secondaire chez la
souris. Adapté d’aprés Sahni et al. (2020).

Souris
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Le M1 est le centre d’exécution des mouvements volontaires. 1l recoit et integre des

afférences convergentes venant de structures sensorielles et motrices, et permet en retour la

génération de mouvements, via le faisceau pyramidal. Au-dela de son implication dans le

contréle du mouvement, le M1 possede également un réle conséquent dans les apprentissages
moteurs (Bhattacharjee et al., 2021; Sanes et Donoghue, 2000).
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Figure 8. Représentation simplifiée du systéme
Le systtme moteur est constitué des
neurones moteurs supérieurs, au niveau du cortex

moteur.

moteur, lesquels contactent les neurones moteurs
inférieurs, au sein du bulbe rachidien (voie
corticobulbaire) et de la moelle épiniére (voie
corticospinale, seules les fibres ayant décussé sont
représentées ici). Les neurones moteurs inférieurs
innervent ensuite les muscles squelettiques. Adapté
d’aprés Brown et Al-Chalabi (2017).

1.2- Le faisceau pyramidal

Le faisceau pyramidal, composé des
voies corticospinale et corticobulbaire,
constitue 1’ensemble des fibres nerveuses
descendantes, en provenance du cortex,
atteignant le tronc cérébral et la moelle
épiniere. Les fibres motrices de cette voie, a
I’origine des mouvements volontaires, sont
issues des neurones pyramidaux localises
dans la couche 5 du cortex moteur, appelés

neurones moteurs supérieurs.

Les axones de la voie corticospinale

confluent en quittant le cortex, pour
traverser la capsule interne et les pédoncules
cérébraux, afin de rejoindre le tronc cérébral
en position ventrale, jusqu’a atteindre la
médulla. C’est au niveau de la jonction entre
la médulla et la moelle épiniere, que ~ 90 %
de ces fibres décussent, avant de pénetrer la
substance blanche spinale. Les fibres ayant
décussé cheminent alors dans la moelle
épiniére controlatérale, dans la partie
dorsale de la colonne latérale. Les 10 % des
axones n’ayant pas traversé la ligne
médiane progressent quant a eux dans la
moelle épiniére ipsilatérale, au niveau de sa
partie ventrale. Enfin, les fibres nerveuses

quittent la substance blanche pour contacter
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les neurones moteurs inférieurs localisés au sein des cornes ventrales de la moelle épiniére
cervicale et lombaire. Les fibres constituant la voie corticobulbaire parcourent le méme chemin,
mais arrétent leur course au niveau du tronc cerébral, ou elles contactent les neurones moteurs
inférieurs situés dans les centres moteurs en ipsilatéral et controlatéral, selon I’innervation des

muscles (Fig. 8) (Felten et al., 2015; Welniarz et al., 2017).

Si la voie corticospinale est conservée chez tous les mammiferes, il existe des
différences anatomiques selon les especes, en lien avec les comportements moteurs qui leur
sont propres, notamment entre les primates et les rongeurs. L’une des différences les plus
marquantes, est I’absence de connexions monosynaptiques entre les neurones moteurs
supérieurs et inférieurs chez les rongeurs, qui sont a I’inverse tres représentées chez I’Homme.
Par ailleurs, contrairement a ce dernier, les fibres de la voie corticospinale ne constituent pas la
commande descendante motrice principale du systeme moteur des rongeurs. Ces derniers sont
en effet plus dépendants du systeme extrapyramidal (les voies réticulospinale et rubrospinale
notamment). En conséquence, si une lésion de la voie corticospinale a des répercussions
dramatiques chez I’Homme, ses effets seront moindres chez la souris, et pourront méme étre
compensés par d’autres systémes moteurs (Han et al., 2015; Lemon, 2008; Welniarz et al.,
2017).

Malgré ces différences d’organisation du systeme moteur, le M1 présente de grandes
similitudes dans son architecture comme dans sa composition cellulaire entre les rongeurs et
les humains (Bakken et al., 2021).

2- Organisation générale du cortex

2.1- Architecture laminaire

Le néocortex des mammiféres est classiqguement subdivisé en six couches corticales,
d’apres le type, la taille et la densité des populations cellulaires qui le composent. La couche 1,
la plus superficielle, aussi appelée couche moléculaire, est parcourue de prolongements
axoniques et dendritiques. Elle est majoritairement constituée de cellules gliales, ainsi que de
quelques cellules nerveuses. La couche 2, ou couche granulaire externe, est densément peuplée
et contient principalement de petites cellules pyramidales. Elle recoit des afférences provenant
d’autres aires corticales. La couche 3, dénommée couche pyramidale externe, présente une
majorité de cellules pyramidales de taille plus importante. La couche 4, ou granulaire interne,

contient de petites cellules pyramidales et des neurones d’aspect étoilé et épineux. Elle regoit
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des afférences d’autres structures cérébrales, principalement le thalamus. La couche 5, couche
pyramidale interne, est essentiellement constituée de neurones pyramidaux de diametre
important. Cette couche envoie des efférences au niveau de structures sous-corticales. Enfin la
couche 6, la plus en profondeur, appelée couche fusiforme polymorphe présente une population
dense de cellules fusiformes (Fig. 9) (Bannister, 2005; McColgan et al., 2020; Festen et al.,
2015).

Bien que cette organisation laminaire soit uniformément retrouvée le long du néocortex,
certaines couches corticales sont plus ou moins représentées selon la zone explorée, affichant
des disparités de distribution et de densité cellulaires. Ces particularités reflétent la fonction des
différentes aires corticales. Ainsi la couche 5, centre des efférences motrices, est

particulierement développée au sein du M1 (Fig. 9) (Festen et al., 2015).

Par ailleurs décrit comme étant agranulaire, le M1 a longtemps été présenté comme ne
possedant pas de couche 4. Des études récentes menées chez les rongeurs ont cependant
démontré la présence, au niveau de la zone corticale située entre les couches 3 et 5 du M1, de
terminaisons synaptiques provenant du thalamus (Bopp et al., 2017). Ces afférences
thalamiques ont été associées a des efférences provenant de cette méme zone, vers les couches
supérieures 2/3, avec une quasi absence de connexions longue distance vers d’autres aires
corticales. Ces caractéristiques sont proches de la connectivité observée au sein de la couche 4,
suggeérant la présence de cette derniére au sein du M1 des rongeurs (Yamawaki et al., 2014).
Elle difféere cependant de la couche 4 «classique », n’étant composée que de neurones
pyramidaux (Yamawaki et al., 2014), et serait également présente chez les primates (Garcia-
Cabezas et Barbas, 2014).

Chez I’Homme, le M1 présente plusieurs subdivisions supplémentaires, selon la densité
en cellules (couches 1A et 1B), leur taille (couches 3A, 3B et 3C), leur type (couches 5A et 5B)
ou leurs projections (couches 6A et 6B). Les cortex moteurs des rongeurs et des primates sont
similaires en termes d’architecture laminaire globale et de constitution cellulaire. Les couches
2 et 3 présentant une population pyramidale semblable, elles sont cependant regroupées entre
elles chez la souris (couche 2/3). La couche 5 est quant a elle subdivisée en sous-couches 5A et
5B selon le type de neurones qui y sont localisés (Bakken et al., 2021; McColgan et al., 2020;
Thomson, 2010).
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COTTR

Figure 9. Organisation laminaire
du néocortex. Le néocortex est
constitué de six  couches,
possédant une cytoarchitecture
caractéristique de leur fonction.
Recevant des afférences
spécifiques provenant de
structures intra ou extra-corticales
selon la couche, le cortex projette
également vers dautres aires
corticales et  sous-corticales,
notamment via la couche 5.
Uniforme dans son agencement
général, cette organisation
laminaire présente tout de méme
des spécificités reflétant la fonction
de l'aire corticale concernée. Ainsi
le cortex moteur posséde une
couche 5 trés développée, de par
o son réle prépondérant dans le
contr6le du mouvement. Adapté
d’aprés Festen et al. (2015).
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Bien que cette subdivision laminaire repose principalement sur la répartition et la
densité en cellules excitatrices le long du cortex, le réseau neuronal néocortical est
communément défini comme étant constitué de deux populations neuronales distinctes

interconnectées :

» Les neurones excitateurs glutamatergiques, les cellules pyramidales (CPs)

» Les neurones inhibiteurs GABAergiques, appelés interneurones (INs)

2.2- Populations neuronales impliquées

2.2.1- Cellules pyramidales excitatrices

Les CPs constituent la majorité de la population neuronale corticale et sont a 1’origine
de l’activité glutamatergique excitatrice générée au sein du néocortex. Ces neurones sont
caractérisés par la présence d’une dendrite apicale verticale orientée vers la surface corticale,
associée a la présence de dendrites basales émergeant latéralement de leur soma. Les CPs
assurant la propagation de 1’information neuronale, il en existe différents types, catégorisés

selon les cibles qu’elles contactent (Fig. 10).
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» Les CPs intrateélencéphaliques (IT) projettent, comme leur nom 1’indique, exclusivement
vers des structures au sein du télencéphale. De diameétre modeste, ces neurones sont répartis
au sein des couches 2/3, 5 et 6 et projettent vers le cortex (cortico-cortical) et/ou vers le
striatum (cortico-striatal).

» Les neurones cortico-thalamiques, retrouvées au sein de la couche 6, projettent vers les
noyaux thalamiques.

» Enfin, les CPs du faisceau pyramidal (pyramidal tract, PT) contactent des structures sous-
corticales. De grande taille, ces neurones sont localisés au sein de la couche 5 et établissent
des contacts avec le striatum, le tronc cérébral (voie corticobulbaire) et la moelle épiniere
(voie corticospinale). Au sein du M1 spécifiquement, c’est parmi cette derniére catégorie
que I’on trouve des cellules pyramidales géantes, appelées cellules de Betz chez les
primates. Il s’agit de neurones moteurs, localisés dans la couche 5 profonde (5B), qui
contactent le tronc cérébral et la moelle épiniére (Baker et al., 2018; McColgan et al., 2020;
Molyneaux et al., 2007).

L’activité excitatrice de ces CPs est étroitement régulée par 1’action inhibitrice exercée par les

INSs.
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Figure 10. Neurones pyramidaux au sein du néocortex. Il existe différents types de CPs selon les
cibles gqu’elles contactent. Les neurones IT situés dans les couches 2/3, 5 et 6 établissent des
connexions cortico-corticales et cortico-striatales. Les cellules PT localisés au sein de la couche 5
projettent majoritairement vers des structures sous-corticales. Enfin, d’autres CPs de la couche 6
forment des connexions cortico-thalamiques. Adapté d’apres Festen et al. (2015).
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2.2.2- Interneurones inhibiteurs

Les influences inhibitrices GABAergiques au sein du néocortex proviennent des INs,
lesquels regroupent 10 a 15 % de la population corticale chez les rongeurs (Beaulieu, 1993;
Gabbott et al., 1997; Meyer et al., 2011) et 20 a 25 % chez les primates (Gabbott et Bacon,
1996; Hendry et al., 1987). IIs jouent un role prépondérant dans I’intégration et le traitement de
I’information au sein du cortex, dont la grande flexibilité réside ainsi dans la diversité de ces
INs. Ces derniers présentent en effet une remarquable variété de propriétés morphologiques,
¢lectrophysiologiques et différent dans leur connectivité ainsi que dans 1’expression de certains
marqueurs moléculaires (Fig. 11). Cette hétérogénéité leur permettrait d’assurer un controle
spatiotemporel précis de ’activité des CPs et donc du réseau néocortical, en assurant diverses

fonctions dont le maintien crucial de 1’équilibre entre excitations et inhibitions.
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Figure 11. Représentation de la diversité de la population d’INs corticaux. Les INs corticaux
présentent une grande diversité dans leur morphologie (A), les contacts qu'’ils établissent avec les CPs
(B), les marqueurs moléculaires qu’ils expriment (C), leurs cibles cellulaires (D), ainsi que dans leur
pattern de décharge suite a une stimulation électrique (E). PV, parvalbumine; SST, somatostatine; VIP,
peptide vasointestinal; CR, calrétinine; CCK, cholécystokinine; NPY, neuropeptide Y; 5HT3aR,
récepteur a la sérotonine 3a; E, neurone pyramidal excitateur; FS, fast spiking; LS, late spiking; IS,
irregular spiking; LTS low threshold spiking; BST, bursting. Adapté d’aprés Sultan et Shi (2018).
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Mais c’est aussi cette diversité qui est a I’origine de la complexité d’étude des INs, les rendant
délicats a différencier. S’il n’existe ainsi pas de consensus quant a leur division, une
classification a été proposée chez les rongeurs sur la base de trois marqueurs moléculaires, des
protéines liant le calcium, que sont la parvalbumine (PV), la somatostatine (SST) et un récepteur
a la sérotonine (5-hydroxytryptamine 3a receptor, 5HT3aR), chacun exprimé spécifiquement
par différents groupes d’INs. Bien qu’il n’y ait pas de relation causale claire entre 1’expression
de I'un de ces marqueurs moléculaires et les caractéristiques fonctionnelles du groupe d’INs
associé, cette premiere catégorisation, combinée a des études morphologiques et
électrophysiologiques, a permis de faire ressortir certains profils types d’INs (Tremblay et al.,
2016).

Ainsi, on retrouve trois grandes familles d’INs, qui d’aprés les études menées dans le
cortex somatosensoriel, constitueraient presque 100 % de la population d’INs néocorticale

(Fig. 12) (Rudy et al., 2011) :

Les INs « parvalbumine »

Les PV correspondent a la population la plus représentée parmi les INs (40 %), ils
réalisent des synapses au niveau du soma des CPs et sont majoritairement impliqués dans
I’inhibition dite proximale. Ils régulent la temporalité et la synchronicité des outputs
(typiquement sous forme de potentiel d’action) émanant des populations neuronales corticales.
Les PV sont caractérisés par un type de décharge « fast spiking » (FS), reflétant leur capacité a
rapidement générer des potentiels d’action brefs de fagon répétée a haute fréquence, avec peu
d’adaptation. Cette caractéristique leur octroie la vitesse et la précision nécessaires a une
inhibition rapide et robuste visant a éviter la saturation des ensembles de CPs du réseau. Les
inputs excitateurs reéalisant des synapses sur les PV sont dépressifs, 1’activation de ces INs

requiert donc une synchronie de décharge de la part de nombreuses cellules en présynaptique.

Les PV se subdivisent en deux catégories majeures, nommées selon leur aspect

morphologique :

» Les cellules « baskets » localisées dans les couches 2 a 6 sont les plus nombreuses et
privilégient les contacts périsomatiques avec les CPs et les PV locaux. Elles contrdlent le
timing et la précision des oscillations corticales et ont ainsi un important role dans la
géneération et le maintien des rythmes biologiques corticaux, tels que le rythme théta (Stark
etal., 2013).
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» Les neurones « chandeliers » sont, quant a eux, moins bien connus. Principalement situés
a la limite entre les couches 1 et 2 et dans la couche 6, ils ciblent exclusivement le segment

initial de ’axone des CPs.

A ces deux catégories s’ajoute une petite proportion de neurones translaminaires, retrouvés dans
les couches 5 et 6 qui contactent les CPs issues d’autres couches corticales (Fig. 12) (Lim et al.,

2018; Tremblay et al., 2016).

Les INs « somatostatine »

Les SST constituent 30 % de la population d’INs. Contrairement aux PV, ces neurones
contactent les CPs au niveau de leurs dendrites, et sont en charge de ’inhibition distale. Ils
contrélent D’intégration des inputs glutamatergiques provenant de différentes sources
excitatrices. Bien qu’ils ne forment que peu, voire pas de synapses entre eux, les SST réalisent
des connexions avec d’autres types INs. Enfin, toujours en opposition aux PV, les inputs
excitateurs réalisant des synapses avec les SST étant facilitateurs, ces neurones ne requiérent
qu’un faible stimulus pour étre activés, stimulus pouvant provenir d’une seule cellule en

présynaptique. De fait, ils sont recrutés plus rapidement que les PVs.

Ces neurones peuvent également étre regroupés en deux sous-ensembles, toujours sur la base

de leur morphologie : les cellules de Martinotti et les neurones non-Martinotti.

» L’une des premiéres distinctions se rapporte a la présence, uniquement chez les cellules de
Martinotti, d’un plexus axonal déployé dans la couche 1. Ces cellules sont en outre
principalement localisées au sein des couches 2/3 et 5/6 et présentent en majorité un pattern
de décharge de type « Low Threshold Spiking » (LTS). Une minorité peut cependant
présenter d’autres types de décharges, en « burst » ou réguliére.

» Les neurones non-Martinotti sont plut6t de type FS et se situent au niveau des couches 2 a
6.

Enfin, certains SST localisés dans les couches les plus profondes ont été décrits comme

projetant vers d’autres régions du cortex (Fig. 12) (Lim et al., 2018; Tremblay et al., 2016).

Les INs « 5HT3aR »
Enfin les 5SHT3aR regroupent les derniers 30 % de la population d’INs corticaux. IIs
sont surtout présents au niveau des couches supérieures du cortex et sont plus hétérogénes que
les PV et SST.
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Figure 12. Classification des interneurones GABAergiques néocorticaux. La quasi-totalité de la
population d’interneurones du néocortex exprime un seul des trois marqueurs moléculaires suivants :
parvalbumine (PV, en bleu), somatostatine (SST, en rouge) ou le récepteur ionotropique a la sérotonine
5HT3a (5HT3aR, en jaune et vert). Chaque grand type d'INs posséde des sous-divisions selon leurs
caractéristiques morphologiques, électrophysiologiques, anatomiques, synaptiques, I'expression
d’autres marqueurs moléculaires et cibles cellulaires. D’apres Tremblay et al. (2016).

Les 5HT3aR constituent deux ensembles distincts, selon qu’ils expriment ou non une molécule,

le peptide vasointestinal (VIP).

» Les INs VIP, principalement retrouvés dans les couches 2/3, correspondent a 40 % des
5HT3aR.

préférentiellement des synapses avec les SST mais inhibent également les PV.

Ils déchargent pour la plupart selon un pattern irrégulier et réalisent

» Les neurones dits non-vip sont, quant a eux, constitués de différents sous-groupes d’INs
localisés en grande majorité au sein de la couche 1. Parmi eux, on trouve des cellules
neurogliaformes (NGFC), des INs exprimant le neuropeptide cholécystokinine (cellules
basket Cck), ainsi que d’autres sous-types encore mal définis, tels que les neurones SBC
(single bouquet cells). Les NGFC sont souvent associées a un pattern de décharge de type

« late-spiking » (LS), et seraient impliquées dans I’inhibition dendritique des PCs, et des
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INs. Les cellules basket Cck partagent des caractéristiques similaires aux cellules basket
PV, et sont impliquées dans 1’inhibition périsomatique des CPs (Fig. 12) (Lim et al., 2018;
Tremblay et al., 2016).

Ces trois grands ensembles d’INs sont agencés en circuits, régissant la balance entre

excitations et inhibitions au sein du néocortex.

3- Circuits corticaux

3.1- Connectivité générale des cellules pyramidales

Le réseau neuronal au sein du M1 comprend deux circuits interconnectés, sous forme
de boucles fermées. La boucle dite supérieure correspond principalement aux connexions
réciproques réalisées par les CPs des couches 2/3, et la boucle inférieure comprend celles
réalisées entre les CPs des couches 5/6. Globalement, en appliquant les principes de
connectivité interlaminaire initialement proposés par Gilbert et Wiesel (1983), les afférences
provenant du thalamus sont tout d’abord intégrées au niveau de la boucle supérieure via les
couches 3/4. Les CPs des couches 2/3 projettent ensuite vers les neurones excitateurs localisés
dans la couche 5, qui contactent leurs cibles extra-corticales, notamment la moelle épiniére et
les CPs de la couche 6. Ces derniers établissent enfin des synapses principalement avec les
noyaux thalamiques et le striatum (Fig. 13) (McColgan et al., 2020).

cotical Figure 13. Représentation simplifiée de la
layers  connectivité globale des CPs au sein du M1.

Upper loop | Les CPs intratélencéphaliques (IT) sont
AT

localisées dans les couches 2 a 6, alors que les

A /2) CPs de la voie pyramidale (PT) sont retrouvées
@ (¢ ‘ L3

uniquement au sein de la couche 5B. (1) Les

__(L4)_ afférences thalamiques sont intégrées au

niveau des couches 3/4 et activent les CPs des

couches 2/3. (2) Les connexions réciproques

------ entre les IT des couches supérieures 2/3

t5b- forment une boucle fermée dite « supérieure ».

(3) Les CPs de la boucle supérieure projettent

sur les IT et PT des couches 5A et 5B. (4) Les

L6 connexions entre les CPs des couches 5 et 6

forment la boucle fermée dite « inférieure ». (5)

Les IT et PT de la boucle inférieure projettent

enfin vers leurs cibles sous-corticales. L, layer;

CST, cortico-spinal tract. Adapté d’apres
McColgan et al. (2020).
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D’aprés les études de connectivité menées chez les rongeurs, les IT des couches supérieures
sont fortement interconnectés et établissent des synapses avec les IT et PT des couches
inférieures selon deux voies paralléles. Ainsi, les IT de la couche 3 projettent fortement sur les
PT de la couche 5B et faiblement sur les IT de la couche 5A. Par ailleurs, les connexions des
IT supérieurs sont strictement ipsilatérales sur les PT, mais peuvent étre également
controlatérales sur les IT des couches inférieures. Au sein de ces derniéres, les IT sont fortement
connectés entre eux, et établissent des synapses unidirectionnelles avec les PT, lesquels sont
faiblement connectés entre eux. Enfin, les IT des couches inférieures projettent également vers
les CPs des couches supérieures (Anderson et al., 2010; Aroniadou et Keller, 1993; McColgan
et al., 2020).

A ces neurones excitateurs des couches superficielles et profondes, s’ajoutent les
influences inhibitrices des INs. Ensemble ils forment le microcircuit cortical canonique propose
par Douglas et Martin (1991).

3.2- Circuits inhibiteurs archétypaux

Le controle inhibiteur réalisé par les INs sur I’activité excitatrice des CPs met en jeu
trois grands circuits archétypaux, que sont les inhibitions « feedforward » et « feedback » ainsi
que le processus de désinhibition (Fig. 14) (Tremblay et al., 2016). Ces circuits peuvent
coexister et mutuellement s’influencer. Leur fonctionnement individuel n’est pas représentatif
de celui du réseau, mais ils permettent néanmoins une meilleure compréhension théorique des

influences inhibitrices exercées au sein du néocortex.

L’inhibition « feedforward » (IFF) consiste a réguler 1’intégration locale du signal,
indépendamment de I’activité locale du réseau. Ainsi, un afférent provenant d’une source
excitatrice externe recrute, en plus des CPs, les INs locaux a proximité de ces dernieres qui en

retour inhibent ces mémes CPs (Fig. 14).

Des études menées sur les circuits thalamo-cortical et somatosensoriel ont mis en évidence
I’implication majoritaire des INs PV dans ce type d’inhibition. Ces derniers évitant la saturation
du réseau en augmentant progressivement le niveau d’excitation nécessaire pour supplanter
I’inhibition et activer les CPs. D’autres INs peuvent également relayer cette IFF, tels que les
NGFC, notamment dans le cortex piriforme mais également au sein du circuit thalamo-cortical
(Tremblay et al., 2016).
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3.2.2- L’inhibition « feedback »

L’inhibition « feedback » (IFB) contréle plus spécifiquement la sortie du signal et le
niveau d’excitation locale du réseau, en modulant I’activité des CPs dans le temps et 1’espace.
Une source excitatrice locale stimule ainsi les INs alentours, lesquels exercent leur action
d’inhibition sur cette méme source (inhibition récurrente) ou sur les autres CPs a proximité

(inhibition latérale) (Fig. 14).

Au sein du néocortex, ce sont principalement les PV et SST qui assurent ce type d’inhibition.
Les PV assureraient la segmentation temporelle du signal, alors que les SST empécheraient
plutdt le réseau cortical d’étre débordé par les phénomeénes excitateurs (Tremblay et al., 2016).

3.2.3- La désinhibition

Enfin, la désinhibition consiste pour des INs dans un contexte donné, a
préférentiellement inhiber d’autres INs, conduisant a une augmentation de 1’activité excitatrice

de la part des CPs qui étaient inhibées par ces neurones (Fig. 14).

Ce type d’inhibition dans les cortex somatosensoriel, auditif, visuel et préfrontal est en général
médiée par les INs VIP, lesquels ciblent en particulier les SST. Cependant, des études menées
au sein du cortex somatosensoriel ont mis en évidence la participation d’autres INs dans de tels
processus, notamment les SST, SBC ou encore les NGFC (Tremblay et al., 2016). Au sein du
M1, les travaux de Zhang et ses collaborateurs (2016) ont démontré 1’existence d’un circuit
impliquant la désinhibition des CPs de la couche 5, via I’inhibition des INs PV par les SST de

cette méme couche.

Figure 14. Circuits inhibiteurs archétypaux.
Dans le cas dune IFF (en haut), une source
/-\. excitatrice externe stimule a la fois les CPs et les
INs locaux qui en retour inhibent les CPs ayant été
stimulées. Lors d’une IFB (au milieu), la source
excitatrice est locale et les INs peuvent en retour

Feedforward inhibition (FFI)

FeedbaCk inhibition (FBI) soit inhiber cette source locale (inhibition
./_\/—\\/_\. récurrente) soit d’autres CPs proches (inhibition
Recurrent(\ | Lateral latérale). Enfin, la désinhibition (en bas) consiste

. 4 = pour des INs en l'inhibition d’autres INs, empéchant
ces derniers d’inhiber les CPs avec lesquelles ils
Disinhibition sont en contact. Les fleches et les points

TN T Ne représentent  respectivement les  synapses
i/ (/ \l excitatrices et inhibitrices. IN, interneurone; PC,
\‘ ’ y

cellule pyramidale. D’aprés Tremblay et al. (2016).
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Bien que les circuits inhibiteurs partagent une organisation semblable le long du cortex,
il est envisageable que des réseaux spécifiques existent selon les régions corticales. Les travaux
réalisés par Katzel et ses collaborateurs (2011) ont mis en évidence de telles spécificités de
connexions inhibitrices entre les cortex sensoriel, visuel et moteur chez la souris. D’aprés ces
auteurs, alors que le cortex primaire visuel présente une forte connectivité interlaminaire en ce
qui concerne les afférences inhibitrices des INs sur les CPs, elles sont quasiment absentes au
sein du M1, lesquelles sont majoritairement intralaminaires. En revanche, une autre étude
menée dans le M1 murin, a démontré que les INs localisés dans les couches inférieures
recoivent des afférences excitatrices de la part de CPs issues des couches supérieures. De plus,
il apparait que ces projections sont plus importantes sur les INs par rapport aux CPs localisés
dans les couches inférieures. Enfin, les INs avec un type de décharge LTS recoivent
préférentiellement ces excitations interlaminaires, par rapport aux FS majoritairement stimulés

par les CPs alentours (Apicella et al., 2012).

Si, d’aprés ces données, certains types d’INs sont préférentiellement impliqués dans
I’un ou Iautre type d’inhibition, ils sont théoriquement capables de prendre part a chacune,
peut-étre méme de facon simultanée. La grande variabilité de ces INs suppose par ailleurs que
leur recrutement dans un processus d’inhibition précis dépend de 1’état d’excitabilité global du
réseau et des phénomeénes de plasticité mis en jeu (Tremblay et al., 2016). La majorité des
données présentées ci-dessus provient d’études réalisées au sein des cortex primaires sensoriels,
somatosensoriel ou encore hippocampique, aussi sait-on peu de choses sur I’agencement des
réseaux d’INs et de CPs au sein du cortex moteur spécifiquement, ainsi que sur les phénomeénes

de plasticité associés.

Comme discuté dans la premiére partie de cette introduction, un fonctionnement cortical
optimal repose sur un équilibre précis entre ces influences excitatrices et inhibitrices. Leur
altération a été mise en relation avec 1’apparition de troubles dépressif et anxieux (Lener et al.,
2017; Wieronska et al., 2011), d’épilepsie (Cobos et al., 2005), ou encore spécifiquement dans
le cas du M1, I’induction de maladies neurodégénératives, telles que la sclérose latérale

amyotrophique (Brunet et al., 2020; Gunes et al., 2020).

4- Le systeme moteur et le stress

Parmi les phénoménes a méme de perturber le fonctionnement de la balance entre
excitations et inhibitions du M1, le stress pourrait jouer un réle primordial. Des études évaluant

sa relation avec le systéme moteur ont montré d’une part que 1’activité physique pouvait
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atténuer la détresse émotionnelle (Salmon, 2001; Schultchen et al., 2019), et d’autre part que le
stress influence les comportements moteurs. Or, on sait peu de choses de I’impact du stress sur

le fonctionnement du M1.

4.1- Présence de récepteurs aux glucocorticoides au sein du
systeme moteur

La présence tout d’abord de récepteurs aux GCs au sein de structures impliquées dans
les fonctions motrices, telles que le cortex moteur, les ganglions de la base, le cervelet ou encore
la moelle épiniére (R. Ahima et al., 1991; R. S. Ahima et al., 1992; Marlier et al., 1995;
Morimoto et al., 1996), suppose que le systéme moteur peut étre modulé par les GCs et, de fait,

étre sensible aux effets du stress. (Fig. 15).

Cortex Moteur

Figure 15. Exemple de répartition des récepteurs aux GCs
au sein de structures motrices chez le rat. Localisation par
immunomarquage de récepteurs aux GCs au sein du cortex
moteur et du striatum chez le rat. D’aprés Metz (2007).

«¥ Striatum

4.2- Effets du stress sur le muscle squelettique et les
comportements moteurs

Quelques études menées chez ’Homme ont mis en évidence qu’un stress pouvait
modifier la tension ou encore la force des muscles squelettiques (Christou et al., 2004; Lundberg
et al., 1994; Tornero-Aguilera et al., 2017). Cet effet du stress serait toutefois dépendant de
I’age, du sexe (Christou et al., 2004) ainsi que de I’expérience passée (Tornero-Aguilera et al.,
2017).

En outre, des études comportementales réalisées chez I’Homme comme chez 1’animal
ont démontré que le stress (survenant a 1’age adulte ou prénatal) et ses médiateurs étaient

capables de moduler différents aspects des fonctions motrices :

4.2.1- Stress a I’dge adulte

Les travaux menés chez les rongeurs ont mis en évidence qu’un stress survenant a I’age
adulte impactait la locomotion ainsi que la coordination motrice des animaux (Broqua et al.,
1992; Jadavji et Metz, 2008; Levshina et al., 2009; Matisz et al., 2021; G. A. S. Metz et al.,
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2001). Metz et ses collaborateurs ont également démontré que le stress, qu’il soit aigu ou
chronique, altérait les performances motrices de rats au cours de taches faisant intervenir la
motricité fine (Jadavji et Metz, 2008; G. A. Metz et al., 2005). Il est intéressant de signaler que
ces derniers auteurs ont mis en évidence un dimorphisme sexuel dans la stratégie motrice mise

en place afin de réaliser la tache suite au stress.

Ces effets du stress sont en partie liés a I’impact qu’il exerce sur I’état émotionnel, notamment
I’anxiété qu’il peut induire, (Lepicard et al., 2003; G. A. Metz et al., 2005; Monteiro et al.,
2015), mais également a I’activité de ses médiateurs, 1’adrénaline et les GCs (Jadavji et al.,
2011; G. A. Metz et al., 2005; Sandi et al., 1996). Jadavji et ses collaborateurs (2011) montrent
en particulier qu’une activation sélective des MR et des GR avec deux agonistes, 1’aldostérone
et la dexaméthasone, respectivement, reproduisent les effets délétéres du stress lors d’une tache
de motricité fine. En revanche, le traitement avec des antagonistes MR ou GR (RU-28318 ou
Mifépristone, RU-486) supprime les déficits moteurs causés par un stress aigu ou un traitement

a la corticostérone.

L’étude du stress prénatal a mis en évidence 1’influence qu’il peut avoir sur la fonction
motrice a long, voire a trés long terme. Si les travaux, chez ’Homme comme chez I’animal,
different quant au stade de la grossesse qui serait le plus sensible aux effets du stress, ils
s’accordent sur I’existence de modifications du développement moteur suite a un Stress

prénatal.

Ainsi, un décalage du développement psychomoteur (retardé ou avancé) a été observe chez les
enfants dont les méres présentaient de hauts niveaux d’anxiété (DiPietro et al., 2006; Huizink
et al., 2003), ou ayant subi un nombre important d’événements stressants au cours de leur
grossesse (Grace et al., 2016). Cette derniere étude a de plus montré que de tels décalages

pouvaient perdurer jusqu’a I’adolescence.

Ces études chez I’Homme font écho aux travaux de Schneider et ses collaborateurs réalisés
chez le primate non humain. En effet, un stress chronique ou répété subi par les femelles
gestantes induit une maturation motrice retardée ainsi que des troubles moteurs chez la
descendance (Schneider et al., 1999; Schneider et Coe, 1993). Patin et ses collaborateurs (2004)
ont également souligné 1’apparition d’un décalage dans 1’acquisition de réflexes moteurs chez

les ratons dont les meres avaient été exposées a un stress chronique au cours de leur gestation.
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Ces eétudes comportementales révelent [I’influence majeure qu’exercent les
neuromédiateurs et 1’état émotionnel induits par le stress, sur les différentes dimensions de
’activité motrice. Or, bien qu’il soit susceptible d’agir sur le développement et sur les fonctions
du systéme moteur, peu d’études se sont penchées sur les conséquences du stress sur les

structures motrices elles-mémes, et plus spécifiqguement sur le cortex moteur.

4.3- Effets du stress sur le cortex moteur primaire et
implication de ce dernier dans la réponse au stress

On sait peu de choses quant aux effets du stress sur le cortex moteur, ni de la possible

implication du M1 dans la réponse au stress.

Quelques études réalisées chez I’Homme et chez 1’animal suggérent que la plasticité et
I’excitabilité du cortex moteur seraient modulées par le stress (Concerto et al., 2017; Marker et
al., 2014) et ses médiateurs (Sale et al., 2008). Le stress induirait également des changements
morphologiques au sein du cortex moteur, en réduisant son épaisseur (Khan et al., 2018), ainsi
que la densité de ses épines dendritiques, associée a une astrogliose, a une altération de la

microglie ainsi qu’a une augmentation des interactions microglie-neurone (Gellner et al., 2022).

Le cortex moteur pourrait aussi avoir un role particulier dans la gestion du stress, du fait
des liens anatomiques et fonctionnels qu’il partage avec deux structures clés de la réponse de
stress, que sont I’amygdale et les glandes surrénales (Dum et al., 2019; Greézes et al., 2014; Kita
et Kitai, 1990; Morecraft et al., 2007). De méme, la présence de récepteurs aux GCs (MR et
GC) dans le M1 (R. Ahima et al., 1991; R. S. Ahima et al., 1992; Morimoto et al., 1996) est
cohérente avec une possible implication dans un rétrocontrdle de 1’axe corticotrope (Zucchi et
al., 2010) et dans la modulation de la réponse au stress. Comprendre 1’impact du stress au sein
du M1 en conditions physiologiques permettrait de mieux envisager son influence dans le cadre

d’un réseau cortical altéré, comme observé dans la sclérose latérale amyotrophique.
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IIl- La Sclérose Latérale Amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative fatale
caractérisee par la détérioration des neurones moteurs supérieurs comme inférieurs au sein du
systeme nerveux central. Apparaissant de facon sporadique dans la majorité des cas, elle
présente également des formes génétiques familiales, ayant permis la création de modeles
murins de cette pathologie. Ces derniers ont alors révélé différents mécanismes mis en jeu dans
le développement de la sclérose latérale amyotrophique. Parmi eux, on retrouve chez les
patients comme chez les mode¢les murins, la présence d’une hyperexcitabilité toxique pour les
neurones moteurs, laquelle apparait au sein du M1 bien avant 1’émergence des symptomes.
L’altération de I’excitabilité des circuits moteurs corticaux apparait donc déterminante dans la
progression de la sclérose latérale amyotrophique, et serait due a un déséquilibre entre les
transmissions excitatrices et inhibitrices au sein du M1. En raison de son implication dans
I’altération de 1’excitabilité neuronale au sein des structures limbiques, et des liens entre ces
structures et le cortex moteur, le stress pourrait contribuer aux déficits de 1’excitabilité corticale

observés dans le cadre de la sclérose latérale amyotrophique.

1- Présentation générale

1.1- Définition et épidémiologie

La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) est une pathologie neurodégénérative
progressive fatale, altérant les neurones moteurs du systeme nerveux central. Son appellation
provient de la description initiale réalisée en 1865 par le neurologue Jean-Martin Charcot, qui
donnera son nom a la maladie en France. Ce dernier observe, chez des patients atteints de la
maladie, une dégénérescence de la voie corticospinale, en particulier les fibres des colonnes
latérales de la moelle épiniére (sclérose latérale), associée a la disparition des neurones moteurs

inférieurs des cornes anterieures spinales (amyotrophique) (Fig. 8) (Guinon et Charcot, 1893).

Avec une incidence annuelle de ~ 2/100000 (Marin et al., 2016) et une prévalence de ~ 2-
5/100000 personnes (Chio et al., 2013), elle constitue la maladie du neurone moteur la plus
répandue et se positionne derriere les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson dans le classement

des maladies neurodégeénératives les plus fréquentes.
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1.2- Manifestations cliniques

La pathognomonie de la SLA dite «classique », correspondant a la description
originelle de Jean-Martin Charcot, repose aujourd’hui sur 1’émergence simultanée d’une
dégénérescence des neurones moteurs supérieurs, localisés au sein du M1, et des neurones
moteurs inférieurs, situés au niveau du tronc cérébral et des cornes antérieures de la moelle
épiniére (Brown et Al-Chalabi, 2017; Kiernan et al., 2011; Rowland et Shneider, 2001).
Cliniquement, la dégenérescence des neurones moteurs supérieurs se traduit par la
manifestation d’une spasticité, d’une hyperréflexie et I’apparition de signes de Babinski
(extension du gros orteil lors du réflexe plantaire) et de Hoffman (flexion des doigts aprés une
pression vive exercée sur 1’ongle du majeur). L’altération des neurones moteurs inférieurs est
caractérisée quant a elle par une faiblesse et une atrophie musculaires, associées a des

fasciculations (Rowland et Shneider, 2001).

La maladie se manifeste initialement par une faiblesse musculaire, localisée au niveau d’un
membre, pour ensuite évoluer progressivement en une paralysie générale des muscles
squelettiques, conduisant a une detresse respiratoire fatale. Elle est caractérisée par une
apparition tardive a 1’dge adulte, aux alentours de cinquante ans, ainsi que par une évolution

fulgurante, entrainant la mort 2 & 4 ans apreés énonciation du diagnostic (Ashok Verma, 2021).

Cette forme classique correspond a 85 % des cas cliniques observés. Une minorité de patients
présente des formes plus rares de la pathologie, selon une symptomatologie clinique traduisant
plus particulierement, voire exclusivement, une atteinte d’un territoire neuronal précis. Ainsi,
une altération majoritaire des neurones moteurs supérieurs caractérise une sclérose latérale
primitive, alors qu’une atteinte plus spécifique des neurones moteurs inférieurs traduit un
diagnostic d’atrophie musculaire progressive (territoire spinal) ou de paralysie bulbaire

progressive (territoire bulbaire) (Ashok Verma, 2021).

Enfin, si la SLA a longtemps été considérée comme une pathologie ayant exclusivement
trait a la fonction motrice, elle est aujourd’hui également associée a des déficits
comportementaux et cognitifs. En effet, 10 a 15 % des patients atteints de SLA présentent
également un diagnostic de démence fronto-temporale (DFT) (Al-Chalabi et Hardiman, 2013;
van Blitterswijk et al., 2012). Cette derniére est caractérisée par une dégenerescence des lobes
frontal et temporal et induit des troubles des fonctions exécutives ainsi que des troubles du

langage et comportementaux. La SLA et la DFT partageant certains mécanismes moléculaires
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et génétiques, elles sont de nos jours considérées comme deux maladies aux extrémités d’un

méme spectre pathologique (Strong et al., 2017; Verma, 2014).

1.3- Facteurs génétiques

La grande majorité des cas de SLA sont sporadiques (90 %), sans origine connue ni
antécédents, les 10 % restants s’avérant étre d’origine génétique et constituant les formes
familiales de la pathologie. L’¢tude de ces formes familiales a permis de mettre en évidence de
nombreuses mutations, principalement transmises selon un mode autosomique dominant et
touchant plus de cinquante genes, impliquées dans le déclenchement de la SLA (Mejzini et al.,
2019).

Quatre génes en particulier apparaissent responsables de la majeure partie des formes familiales
de la maladie, ainsi que d’une faible proportion des cas sporadiques. Ainsi, le gene C9ORF72
a été retrouve muté dans respectivement 40 % et 5 % des formes familiales et sporadiques. En
deuxieme position, une mutation du géne SOD1 apparait dans 20 % des cas d’origine génétique
et 3 % des formes sporadiques. Enfin, les génes TARDBP et FUS sont a 1’origine d’environ 4

% des cas familiaux et moins de 1 % des cas sporadiques au total (Mejzini et al., 2019).

La découverte de ces mutations a permis le développement de modéles murins de la SLA, afin
de comprendre les mécanismes physiologiques et moléculaires a 1’origine de la pathologie.

1.4- Modeles murins

Le développement de modeles animaux de la SLA a débuté avec la découverte au début
des années 90 de la mutation du géne SOD1, codant pour la superoxyde dismutase de type 1
(SOD1), une enzyme ubiquitaire possédant une fonction antioxydante (Rosen et al., 1993).
Depuis, plus de 180 mutations de ce gene ont été associées a la SLA, engendrant de nombreux
modeéles murins SOD1-dépendants. La perte de fonction de la protéine SOD1 partagerait
cependant un faible lien causal avec la SLA, le caractére pathogéne de la protéine mutée serait

plutdt engendré par un gain de fonction toxique pour les neurones moteurs.

Depuis les premiéres expérimentations en lien avec la protéine SOD1, la découverte de
I’implication des génes CORF72, TARDBP ou encore FUS a entrainé la création de nouveaux
modeles. Pour autant, les lignées murines possédant un transgene Sodl d’origine humaine

restent les plus utilisées, telle que la souris SOD1%%A (substitution d’une alanine par une
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glycine au niveau du codon 93), laquelle reproduit la majorité des symptémes de la SLA
classique SOD-dépendante observes chez les patients (Philips et Rothstein, 2015).

Associés aux études réalisées chez ’homme, ces modéles ont grandement contribué a 1’effort

de recherche visant a comprendre les mécanismes sous-tendant le développement de la SLA.

1.5- Quelgues mécanismes

La SLA étant une pathologie multifactorielle, résultant probablement d’interactions
entre facteurs génétiques et environnementaux, son étiologie demeure complexe. Cependant
I’un de ses signes caractéristiques, retrouvé chez les patients comme chez les modéles murins,
est la présence d’agrégats protéiques délétéres pour les neurones moteurs, principalement due

a un defaut de repliement de nombreuses protéines (Fig. 16) (Gunes et al., 2020).

Un certain nombre de processus moléculaires et cellulaires semblent liés a cette agrégation
protéique pathogéne. Parmi eux, on retrouve des mécanismes touchant les neurones moteurs
eux-mémes, tels qu’une homéostasie calcique dégradée, une altération de la fonction
mitochondriale, des déficits du transport axonal, une régulation anormale de I’ARN, ou encore
des modifications de I’excitabilité neuronale. A ceux-ci s’ajoutent des déficits des cellules
gliales entourant ces neurones moteurs, les astrocytes en particulier perdraient leur fonction
physiologique d’homéostasie, et participeraient a la dégénérescence neuronale, selon des

mécanismes encore mal connus (Fig. 16) (Gunes et al., 2020).

Parmi I’ensemble des mécanismes évoqués, les modifications de I’excitabilité neuronale
s’averent symptomatiques de la SLA (familiale et sporadique) de par leur récurrence et
persistance chez les patients et modéles animaux. La présence en particulier d’une
hyperexcitabilité neuronale toxique, a un stade présymptomatique, laisse entendre qu’il
s’agirait d’un processus précoce déterminant dans le développement de la SLA (Cengiz et
Kuruoglu, 2020; Gunes et al., 2020; J. Kim et al., 2017; Menon et al., 2015, 2017; Vucic et al.,
2008).

1.6- Prise en charge

Deux molécules, le riluzole et I’edaravone, respectivement des agents
antiglutamatergique et antioxydant, ont été approuvees dans le cadre du traitement de la SLA.
Malgré une capacité a légérement ralentir la progression de la maladie (une survie prolongée

de quelques mois), leurs effets restent tres limités (Abe et al., 2017; Bensimon et al., 1994; R.
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G. Miller et al., 2012; Saitoh et Takahashi, 2020). De fait, il n’existe pas de traitement efficace

de la SLA, aussi la prise en charge se veut palliative plutdt que curative.
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Figure 16. Mécanismes impliqués dans la pathophysiologie de la Sclérose Latérale
Amyotrophigue. De nombreux génes ont été mis en cause dans le développement de la SLA, au
travers de plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires, lesquels sont parfois interconnectés entre
eux (symbolisé ici par les fleches). La présence d’agrégats protéiques toxiques pour les neurones
moteurs, due a une homéostasie protéique altérée constitue un facteur déterminant dans la
pathophysiologie de la SLA. D’autres processus détériorant directement les neurones moteurs sont
également impliqués, tels qu’une altération des mécanismes de régulation du métabolisme des ARNm
et de réparation de 'ADN, de la fonction mitochondriale, ou encore des transports nucléaires vésical et
axonal. Des modifications de I'excitabilité cellulaire sont également a signaler, en particulier la présence
d’'une hyperexcitabilité neuronale. Enfin, d’autres mécanismes touchent plus spécifiquement les cellules
gliales qui perdent alors leur fonction d’homéostasie et participent a la dégénérescence neuronale. ER,
réticulum endoplasmique. Hardiman et al. (2017).
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2- L’hyperexcitabilité corticale dans la SLA

L’excitabilit¢ d’un neurone définit sa capacité a produire une réponse déterminée
suivant un stimulus précis, typiquement sous la forme d’une dépolarisation de son potentiel
membranaire, pouvant conduire a la génération d’un potentiel d’action (PA). Elle peut se
mesurer en évaluant le courant minimum nécessaire pour évoquer un PA (on parle de rhéobase)
ou en caractérisant la fréquence de PA (la fréquence de décharge) obtenue pour un stimulus
déterminé. L’hyperexcitabilité se référe donc a la propension d’un neurone a produire une
réponse plus importante (une augmentation de la fréquence de décharge par exemple) a un
stimulus qui aurait dd déclencher une activité « normale » plus limitée, ou une réponse a un
stimulus plus faible qui n’aurait pas di déclencher de PA (reflété par une rhéobase plus faible)
(Gunes et al., 2020).

Comme précisé en amont, parmi les différents mécanismes mis en cause dans la SLA, la
présence d’une hyperexcitabilité neuronale apparait symptomatique de la pathologie. Si cette
hyperexcitabilité est retrouvée au niveau spinal comme cortical (Gunes et al., 2020), sa
précocité d’apparition au sein du M1, précédant la dégenérescence des neurones moteurs et le
déclenchement des symptomes, suggere un réle majeur de I’altération des circuits corticaux

dans le développement de la SLA (Vucic et al., 2008).

2.1- Hyperexcitabilité au sein du M1

Chez I’Homme, les travaux visant a mesurer 1’excitabilit¢é du M1 et de la voie

corticospinale s’appuient sur des techniques d’évaluation non-invasives, dont la stimulation
magnétique transcranienne (SMT). Son principe repose sur la faculté d’une bobine, traversée
par un champ électrique de haute intensité, a générer un bref champ magnétique, lui-méme
capable d’évoquer une activité €lectrique au sein d’un tissu excitable. L’application de la bobine
au niveau du crane permet ainsi de localement dépolariser les neurones corticaux, et de générer
une réponse physiologique et/ou comportementale spécifique, selon la zone.
L’application d’un champ magnétique au niveau du M1 permet donc le recrutement de la voie
corticospinale et des circuits corticaux associes, déclenchant alors des potentiels évoqués
moteurs (PEM) au niveau de muscles précis, selon la zone motrice stimulée. Ces PEM sont
mesurables via un électromyogramme (EMG), leur amplitude et leur seuil de déclenchement
reflétant le niveau d’excitabilité de la voie corticospinale stimulée (Fig. 17) (Klomjai et al.,
2015).
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o Figure 17. Mécanisme d’action simplifié de la SMT du
Cortex ¥ cortex moteur. L’application d’'un champ magnétique a
——— l'aide d’'une bobine au niveau du M1 dépolarise
localement la population neuronale corticale, conduisant
oje au recrutement de la voie corticospinale. L’activation
corticospinale subséquente des neurones moteurs spinaux permet
alors de mesurer a I'aide d’un électromyogramme (EMG)
Moelle un potentiel évoqué moteur (PEM) au niveau du muscle
epiniere mo"::::‘;’;?nal ciblé controlatéral. Les caractéristiques du PEM, telle
que son amplitude ou son seuil, renseignent sur le
l Potentiel d’action niveau d’excitabilit¢ de la voie corticospinale. Adapté

d’aprés Klomjai et al. (2015).

Nerf périphérique

y
Muscle ciblé controlatéral #

74 SMT F
{ > Amplitude
EMG | du PEM

La SMT permet également de mesurer la plasticité et 1’excitabilité intracorticale, a 1’aide de

protocoles spécifiques. En effet, I’application de deux stimuli successifs permet, selon
I’intervalle de temps entre ces deux stimulations, d’évaluer les phénomenes plastiques que sont
la facilitation intracorticale (ICF, intracortical facilitation) et 1’inhibition intracorticale (SICI,
short intracortical inhibition et LICI, late intracortical inhibition). Ces deux mécanismes sont
représentatifs respectivement des fonctions excitatrice et inhibitrice au sein du cortex (Fig. 18)
(Barker et al., 1985; Cortes et al., 2012; D.-Y. Kim et al., 2005; Klomjai et al., 2015; Nakamura
etal., 1997; Oliviero et al., 2011; Wagle-Shukla et al., 2009).

Chez des patients atteints de la SLA, la SMT révéle une excitabilité plus élevée de la
voie corticospinale, sous la forme d’une augmentation de I’amplitude des PEM associée a une
diminution de leur seuil de declenchement, par rapport aux individus contrdles (Caramia et al.,
1991; Menon et al., 2015, 2017; Zanette et al., 2002). De plus, de nombreuses études ont mis
en évidence une altération de la plasticité corticale au sein du M1 dans le cadre de la maladie,
les patients présentant une augmentation de I’ICF et/ou une diminution des SICI et LICI
(Cengiz et Kuruoglu, 2020; Menon et al., 2015, 2017; Salerno et Georgesco, 1998; Van den
Bos et al., 2018; Vucic et al., 2008, 2009; Zanette et al., 2002; Ziemann et al., 1997). Ces
données mettent en évidence la présence d’une hyperexcitabilité au sein du M1 dans le cadre

de la SLA, qui proviendrait non seulement d’une augmentation anormale des phénomenes
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excitateurs dépendants du glutamate, mais également d’une diminution délétére des

mécanismes inhibiteurs liés au GABA au sein du cortex.

Baseline ICF 4ome SICI 36 LICI 400ms

TS TS TS TS, TS, I i
— —Il— l l !
cs cs (\ 50ms

Figure 18. Potentiels évoqués moteurs typiques enregistrés par EMG selon les différents
protocoles de SMT. Les PEM déclenchés suite aux stimuli appariés (ICF et SICI) sont comparés par
rapport a la réponse de base évoquée par un stimulus seul (baseline). Pour la mesure de la LICI, le
deuxiéme PEM issu du deuxieme stimulus est comparé au premier PEM faisant suite a la premiere
stimulation. ICF, intracortical facilitation; SICI short-interval intracortical inhibition; LICI long-interval
intracortical inhibition; TS, test stimulus; CS, conditioning stimulus. Adapté d’aprés Morin-Parent et al.
(2019).

2.2- Déficits de la transmission glutamatergique au sein du
M1

En accord avec les données issues des études de SMT, des travaux réalisés chez des
patients atteints de SLA ont mis en évidence une augmentation des niveaux de glutamate (et de
glutamine) au sein du M1. De plus, parmi les acteurs moléculaires en lien avec la transmission
glutamatergique, des récepteurs au glutamate ont été retrouvés altérés dans leur composition
ainsi que dans leur régulation au sein du cortex moteur de patients touchés par la maladie
(Aronica et al., 2015; Foerster et al., 2012, 2013).

En paralléle, les études menées chez la souris SOD1%% ont, quant a elles, mis en
évidence une augmentation de I’excitabilité des neurones moteurs du cortex moteur, et ce avant
leur dégénérescence, associée a une augmentation de I’expression du transporteur au glutamate
VGLUT?2 (vesicular glutamate transporter 2) au niveau des couches 2/3 et 5 du M1 (Saba et al.,
2016). Kim et ses collaborateurs (2017) ont cependant montré que les neurones moteurs
n’étaient pas les seules cellules excitatrices a étre impactées, les autres types de neurones
pyramidaux présentant également une élévation de leur excitabilité. Les travaux réalisés chez
différents modéles murins TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43, codée par le gene TARDBP)

vont également dans le sens d’une hyperexcitabilité des neurones moteurs du M1 (Zhang et al.,
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2016) mais également d’une augmentation des efférences excitatrices regues par ces Neurones

moteurs a un stade présymptomatique (Fogarty et al., 2015).

Ces déficits de la transmission glutamatergique sont étroitement liés a des altérations de la

fonction GABAergique corticale.

2.3- Déficits de la transmission GABAergique au sein du M1

En opposition avec ce qui est observe concernant la transmission glutamatergique, les
niveaux de GABA sont diminués au sein du cortex moteur de patients présentant une SLA
(Foerster et al., 2012, 2013). Une baisse de la densité en récepteurs au GABA, ainsi que des
modifications de leur composition ont également été rapportées chez les patients (Petri et al.,
2003). Enfin, des études histologiques en post-mortem indiquent une diminution du nombre
d’INs du cortex moteur dans le cadre de la SLA (Maekawa et al., 2004; Nihei et al., 1993).

Si la perte d’INs est moins évidente chez les modéles animaux (Ozdinler et al., 2011),
des variations de leur nombre, dans le sens d’une augmentation ou d’une diminution selon le
type d’IN, ont tout de méme été observées chez la souris SOD1%%A (Chung et al., 2005;
Minciacchi et al., 2009).

De plus, les neurones pyramidaux ne sont pas les seuls a présenter une excitabilité altérée en
cas de SLA. Les INs présentent également de tels changements, selon leur type et le stade de
développement de la pathologie. En effet, alors que Kim et ses collaborateurs (2017) observent
une hyperexcitabilité des INs PV au sein du M1 de souris SOD1%% symptomatiques, d’autres
travaux, réalisés chez le méme modéle mais a un stade présymptomatique tardif, ont au
contraire mis en évidence une hypoexcitabilité de ces mémes INs (Khademullah et al., 2020).
Ces derniers auteurs, en stimulant 1’activité de ces neurones PV dans la couche 5 du M1, ont

rétabli I’inhibition intracorticale et réduit I’hyperexcitabilité des neurones moteurs.

Les travaux de Zhang et ses collaborateurs (2016), réalisés chez la souris TDP-43 agée de trois
semaines ont, quant a eux, révélé une hyperexcitabilit¢ d’un autre type d’INs dans le M1, les
SST. De fagon concomitante, les INs PV étaient hypoexcitables chez ces souris, supposant une
inhibition de ces derniers par les SST. Enfin, I’ablation de ces neurones SST ayant restauré une
excitabilite normale des neurones moteurs, les auteurs ont alors suggéré que ces INs étaient a

I’origine de I’hyperexcitabilité des neurones moteurs, par un phénomene de désinhibition.
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Dans I’ensemble, ces données démontrent I’importance du maintien d’un équilibre entre
phénomenes excitateurs et inhibiteurs au sein du M1, toute altération pouvant conduire a une

situation pathologique.

3- Le stress et la SLA

Au cours de cette introduction, nous avons vu que le stress exercait une influence sur
les transmissions glutamatergique et GABAergique au sein de structures limbiques. Son lien
avec le systéme moteur suppose que le stress pourrait aggraver les déficits d’excitabilité du M1
observés dans le cadre de la SLA, et influer sur la progression de la pathologie. Peu de travaux
se sont cependant penchés sur I’influence d’un stress sur le déclenchement et le développement

de la SLA.

3.1- SLA et Axe corticotrope

Une etude menée chez le modéle murin Wobbler de la SLA a mis en évidence des taux
de CORT plus éleveés chez les souris malades, au niveau des glandes surrénales, de la moelle
épiniére et du cerveau (Gonzalez Deniselle et al., 2016). Dans la méme idée, quelques travaux
réalisés chez des patients atteints de SLA ont révélé des niveaux plus élevés de cortisol par
rapport aux individus controles (Patacchioli et al., 2003; Spataro et al., 2015), ainsi qu’une
absence d’¢lévation des taux de GCs circulants suite a un stress (réalisation d’un test de stroop).

Ces données supposent donc I’existence d’une dérégulation de 1’axe corticotrope en cas de

SLA.

3.2- Influence du stress sur la SLA

Deux études se sont intéressées a la question de I’impact d’un stress sur la SLA, sur la
base d’auto-questionnaires rétrospectifs. La premiére a déterminé qu’un haut niveau de stress
géneéral ressenti éetait associé a un risque plus élevé de declencher une SLA (Okamoto et al.,
2009). La seconde, évaluant le niveau de stress engendré par 1’occurrence d’événements
majeurs de la vie, ainsi que le stress occupationnel (c’est-a-dire en lien avec la situation
professionnelle des sujets), a conclu au contraire que le stress n’était pas impliqué dans la

pathogéneésie de la SLA (Parkin Kullmann et al., 2018).

Ces divergences pourraient étre dues au fait que le type de stress évalué differe entre les deux
études, et n’est de plus pas mesuré de la méme maniere. Par ailleurs, ces études basées sur

’utilisation d’auto-questionnaires, n’ont pas estimé l’impact du stress sur les processus
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physiologiques impliqués dans le développement de la SLA. Aussi, I’influence du stress sur

I’excitabilité et la plasticité au sein du M1 dans le cadre de la SLA reste encore a déterminer.
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Objectifs de |la these

Le stress est une réponse spontanée d’adaptation de 1’organisme, visant a mobiliser les
ressources necessaires pour faire face a une situation percue comme menacante. Il met en jeu
des circuits neuronaux précis, dont il influence la plasticité et I’excitabilité en agissant sur les
transmissions excitatrice et inhibitrice, respectivement dépendantes du glutamate et du GABA.
Bénéfique a court terme, le stress peut induire ou favoriser le développement de troubles
cognitifs et/ou émotionnels, ou encore aggraver un terrain préalablement vulnérable, dans le
cadre de maladies neurodégénératives. L’influence du stress a majoritairement été ¢tudiée au
sein de structures limbiques. Or, en tant que processus adaptatif, il met en place des stratégies
comportementales précises, et impacterait donc les structures impliquées dans la motricité.
Parmi ces derniéres, le cortex moteur primaire (M1), aire cérébrale a I’origine des commandes
motrices volontaires, présente des récepteurs aux glucocorticoides et partage des connexions
avec I’amygdale et les glandes surrénales. Ces données suggérant un réle particulier de cette
structure dans la réponse au stress, des études, en majorité comportementales, ont mis en
évidence une influence du stress sur diverses fonctions motrices. Peu de données existent
cependant, quant a I’impact du stress sur 1’excitabilité et la plasticité du réseau neuronal au sein
du M1. Le fonctionnement cortical repose sur un équilibre précis entre phénomeénes excitateurs
et inhibiteurs, lesquels peuvent étre modulés par le stress. Aussi, évaluer ’influence de ce
dernier sur le M1 en conditions physiologiques, permettrait une meilleure compréhension de
ses effets en cas de réseau altéré, comme dans le cadre de la sclérose latérale amyotrophique
(SLA). Cette maladie neurodégénérative fatale, touchant spécifiquement les neurones moteurs
du systéme nerveux central, présente en effet une altération présymptomatique du réseau au
sein du M1, sous la forme d’une hyperexcitabilit¢ neuronale due a un déséquilibre entre
excitations et inhibitions, qui serait déterminante dans son développement. Le stress pourrait,
en influengant la balance entre excitations et inhibition au sein du M1, contribuer aux déficits

de ’excitabilité corticale observés dans la SLA.

Ce travail de recherche visait ainsi a déterminer chez la souris adulte, I’influence de
deux types de stress, aigu et prénatal, sur 1’excitabilité et la plasticité du M1 de souris en
conditions physiologiques, et d’en évaluer les conséquences en cas de réseau préalablement

altéré en utilisant un modéle murin de la SLA, la souris SOD1%%4 (SOD).
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Le premier objectif (chapitre 1) de cette thése consistait a évaluer, chez des souris WT et
SOD males issues de la lignée murine transgénique SOD1°%A, agées de 10 & 12 semaines
(correspondant a un stade présymptomatique tardif chez les SOD), I’influence d’un stress aigu

de contention sur trois aspects de la transmission neuronale au sein du M1 :

» D’abord, sur I’excitabilité des interneurones GABAergiques du M1 in vitro, a I’aide de
la technique électrophysiologique de patch clamp, via 'utilisation d’une lignée murine
transgénique GAD67-GFP-SOD (permettant de visualiser les INs corticaux).

» Dans un deuxiéme temps, sur la plasticité du réseau moteur cortical, mesurée en
enregistrant in vivo I’activité neuronale du M1, suivant la stimulation électrique du M1
controlatéral (réseau M1-M1).

» Enfin, sur I’expression globale des cotransporteurs au chlorure KCC2 et NKCCL1 au sein
du M1, quantifiée a I’aide d’une approche immunohistochimique. Leur implication dans
I’efficacité de la transmission GABAergique et la régulation de la réponse au stress,
pouvant permettre de trouver des corrélats anatomiques aux résultats

électrophysiologiques.

Les données recueillies au cours de ces travaux vont donner lieu a une publication, laquelle est
en cours de préparation: Acute Stress Differently Modulates GABAergic Interneurons
Excitability and Synaptic Plasticity in the Primary Motor Cortex of WT and SOD1%%*A mouse
model of ALS. Z. Mazurie, P. Branchereau, N. Henkous, D. Cattaert, C. Savona-Baron, R-M.

Vouimba.

Le second objectif (chapitre 2) a été d’étendre notre connaissance de I’influence du
stress sur le M1, et d’estimer quelles pouvaient étre les conséquences a long terme d’un stress
induit lors d’une période critique dans 1’établissement des connexions corticales au cours du
développement embryonnaire. Ainsi, les mémes approches employées au cours de la premiere
partie, électrophysiologique in vivo et immunohistochimique, ont permis de déterminer
I’impact d’un stress prénatal chez les souris WT et SOD males adultes (agées de 10 a 12

semaines) sur :

» Les phénomeénes plastiques au sein du réseau M1-M1.
» L’expression globale des cotransporteurs au chlorure KCC2 et NKCCl1, d’autant plus

pertinente étant donné les roles de ces protéines dans le développement neuronal.
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Les résultats issus de cette seconde partie conduiront a une publication en cours de préparation
: Long-Term Influence of Prenatal Stress on Primary Motor Cortex Plasticity in adult WT and

SOD1%%A mice. Z. Mazurie, P. Branchereau, N. Henkous, N. Argenta, R-M. Vouimba.

Enfin, le troisiéme objectif (chapitre 3) de ce travail s’appliquait a évaluer les effets du
stress sur les comportements des souris WT et SOD ageées de 10-12 semaines afin de :

» Dans un premier temps, définir si les modifications du réseau M1-M1 induites par le
stress étaient associées a une modification des apprentissages moteurs et cognitifs.

» En seconde intention, explorer son influence sur 1’évolution de la SLA.

A cette fin, les souris males WT et SOD stressées ou non (stress prénatal ou aigu & I’age adulte),
ont été soumises a une batterie de tests comportementaux, évaluant leurs performances motrices

et mneésiques.

Ces données engendreront une troisieme publication, laquelle est en cours de préparation :
Stress impact on motor and cognitive learnings along with ALS progression in SOD1%%* mice
Z. Mazurie, P. Branchereau, J-L. Guillou, N. Argenta, R-M. Vouimba.
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Résultats
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Chapitre 1 : Influence d’un stress aigu sur
le M1

1- Présentation

Ce premier article avait pour objectif d’évaluer, a I’aide de techniques
d’¢électrophysiologie, I’impact d’un stress aigu de contention sur 1’activité des INs au sein du
M1, et sur la plasticité synaptique du réseau M1-M1 de souris wild type (WT) et SOD1%%%
(SOD) agées de 10 a 12 semaines. Une approche supplémentaire immunohistochimique a enfin
permis de déterminer ’influence de ce méme stress sur 1’expression globale des co-

transporteurs au chlorure KCC2 et NKCC1 au sein du M1.

Les enregistrements in vitro des INs corticaux ont révélé I’existence de quatre clusters
neuronaux, selon leurs caractéristiques électrophysiologiques. Le stress aigu a
différentiellement impacté les INs du 1°" cluster, en augmentant leur excitabilité chez les WT
et en la diminuant chez les SOD. Seul ce dernier groupe a par ailleurs démontré une excitabilité
augmentée des INs provenant du 4°™ cluster. L’enregistrement in vivo de I’activité du M1, suite
a la stimulation controlatérale du M1, a mis en évidence 1’existence de deux composantes
neuronales : une activité excitatrice localisée dans les couches supérieures (N1), ainsi qu’une
activité inhibitrice située dans les couches inférieures (N2-P1). Chez les WT, le stress a
supprimé la LTD de N1, observée suite a une stimulation de type theta-burst (TBS) dans le M1
controlatéral, sans induire de changements de la plasticité synaptique de N2-P1. Au sein des
SOD, le stress n’a pas entrainé de modification de N1, mais a supprimé la LTD de N2-P1
observée apres la TBS. Enfin, la quantification des cotransporteurs KCC2 et NKCC1 a mis en
évidence une augmentation de KCC2 chez les WT, et de NKCC1 chez les SOD, lors d’un stress
aigu.

Dans I’ensemble, ces résultats démontrent qu’un stress aigu influence la plasticité
synaptique au sein du M1, notamment en modulant I’activité des INs GABAergiques corticaux.
Cet effet est cependant différent selon le génotype des souris. Chez les WT, le stress tend a
promouvoir une augmentation de I’activité globale du M1, probablement selon un mécanisme
de désinhibition médié par certains INs. Chez les animaux SOD, le stress tend au contraire et
de facon inattendue a favoriser I’inhibition du réseau, possiblement en diminuant ce processus
de désinhibition. Le maintien dans le temps de telles modifications de I’excitabilité et/ou de
plasticité au sein du M1 pourrait avoir des conséquences délétéres dans un réseau préalablement

altéré, comme observé dans la SLA.
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Abstract

While studies assessing the effects of stress on mood, psychiatric and neurodegenerative
disorders have largely focused on limbic structures, recent evidence highlight the involvement
of the primary motor cortex (M1) as well. The stability of M1 network is shaped by GABAergic
inhibitory interneurons (INs), whose susceptibility to stress have been revealed in limbic
regions. Early feature and key pathological hallmark of the amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
disease is a motor cortical hyperexcitability, which may be consecutive to changes in the
excitatory/inhibitory balance. Hence, using electrophysiological recordings, we assessed the
impact of acute restraint stress on inhibitory GABAergic INs activity and synaptic plasticity in
M1 of the SOD1%%A (SOD) ALS mouse model and WT littermates. Recording from M1 slices
revealed four INs clusters. Cluster 1 INs responded to stress by an excitability increase in WT
and decrease in SOD animals. Clusters 2-3 were unaffected by acute stress whereas cluster 4
INs expressed excitability increase in SOD stressed animals. In vivo recordings from M1 in
WT mice showed that stress suppressed theta burst-induced long-term depression (LTD) of an
excitatory component (N1), recorded in the superficial layers, with no impact on synaptic
transmission of the inhibitory component (P1) from the deeper layers. Similar in vivo
recordings from M1 in SOD mice showed that stress did not affect N1 but suppressed theta
burst-induced LTD in P1. The evaluation of two regulators of GABA function, the chloride co-
transporters KCC2 and NKCCL, indicated that stress increased KCC2 expression in WT and
increased NKCCL1 in SOD mice. Together, our data suggest that stress alters M1 networks
through dynamic changes of GABAergic inhibitory interneurons activities and synaptic
plasticity. Such changes were associated with a deregulation of the chloride co-transporters
KCC2 and NKCC1. The differential profile seen in WT vs. SOD suggested that acute stress
influence highly depends on basal cortical excitability state. In the long run, such stress-induced
excitability changes may, in combination with genetic weakness, have a deleterious effect on

ALS outcomes.

Keywords: acute stress, amyotrophic lateral sclerosis, inhibition, interneuron, plasticity,

primary motor cortex, SOD16%3A
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1- Introduction

Stress is a ubiquitous life experience that influences development and functioning. It
can critically affect homeostatic mechanisms associated with the onset of neurological diseases,
including neurodegenerative and mood disorders. Three key structures have been shown to be
of importance for emotion processing and have received the most attention (McEwen et al.,
2016): the amygdala, a center for emotional evaluation with specific involvement in the
detection and manifestation of fear (J. LeDoux, 2003; J. E. LeDoux, 1994; J. E. LeDoux et al.,
1990), the prefrontal cortex which participates in stress regulation through the inhibition of
amygdala function, and the hippocampus with a key role in memory consolidation and
configural representation of the emotional context. Yet, as an adapting process, the stress
response encompasses various motor strategies, suggesting an interaction between stress and
the motor system.

Supporting this interaction, glucocorticoid and mineralocorticoid receptors, the main
targets of stress hormones, have been widely detected in motor regions including the motor
cortex, basal ganglia, cerebellum and spinal cord (R. Ahima et al., 1991; R. S. Ahima et al.,
1992; R. S. Ahima and Harlan, 1990; Marlier et al., 1995; Morimoto et al., 1996). In addition,
behavioral studies conducted in rodents highlighted motor impairments in locomotion,
coordination or skilled movements after stress or glucocorticoids administration (Broqua et al.,
1992; Jadavji and Metz, 2008; Levshina et al., 2009; Matisz et al., 2021; G. A. Metz et al.,
2005; G. A. S. Metz et al., 2001). A few human studies suggested that the motor cortex
undergoes plasticity changes following glucocorticoids injection (Sale et al., 2008) or stressful
situation (Concerto et al., 2017; Marker et al., 2014). Most interestingly, sparse but consistent
functional and anatomical data have evidenced a link between cortical motor structures and two
main actors of the stress response system, the amygdala and the adrenal glands (Dum et al.,
2019; Grezes et al., 2014; Kita and Kitai, 1990; Morecraft et al., 2007). Consequently, the
primary motor cortex (M1) could have a complex scope of functions in the stress circuit, in
altering ongoing behavior and in participating to stress load on the body.

Although a close relationship has been established between stress and motor behaviors,
little is known about its precise impact on motor structures, and especially on the M1, a central
hub integrating inputs from diverse brain areas, and playing a key role in movement regulation
and motor learning (Bhattacharjee et al., 2021; Pearson, 2000; Sanes and Donoghue, 2000).

Functional stability within the M1 is known to be implemented by a heterogeneous
population of GABAergic inhibitory interneurons (INs) (Donato et al., 2013; He et al., 2019),

whose susceptibility to stress have been revealed in other brain regions (e.g. the hippocampus,
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the prefrontal cortex and the amygdala). In the prefrontal cortex for example, stress altered the
balance between excitatory and inhibitory (E/I) neurotransmission through a dysregulation of
GABAergic and/or glutamatergic transmission (Page and Coutellier, 2019). A similar
disruption of the E/I balance could be present in the motor cortex of patients with amyotrophic
lateral sclerosis (ALS), the well-known motor neurons disease. Indeed, among symptoms, an
early cortical hyperexcitability as reflected by transcranial magnetic stimulation showing
abnormal reduction of short intracortical inhibition, along with a reduction of cortical silent
period were reported in ALS patients. Both parameters are thought to underly cortical inhibitory
activity necessary to shape cortical activity (Bos et al., 2018; R. Chen et al., 1999; Md et al.,
1992; Menon et al., 2015; Salerno and Georgesco, 1998; Sanger et al., 2001; Vucic et al., 2008,
2009; Werhahn et al., 1999). In addition, post-mortem histological studies reported altered
numbers of GABAergic INs in motor cortex of ALS patients and, to a lesser extent, of animal
models (Y. H. Chung et al., 2005; Maekawa et al., 2004; Nihei et al., 1993). Other approaches
using transgenic mice highlighted as well changes in INs excitability in the motor cortex of
ALS mice (Clark et al., 2018; J. Kim et al., 2017; Zhang et al., 2016). Thus, understanding the
impact of stress on the M1 could be of importance, when addressing the factors which can
precipitate the onset and evolution of ALS (Brunet et al., 2020). Stress might, in combination
with genetic deficiency, further increase E/I imbalance and contribute to the hyperexcitability
seen in ALS.

To our knowledge, only two studies have evaluated the impact of psychological stress
on ALS pathogenesis. However, both of them were retrospective studies relying on self-
guestionnaires in symptomatic patients with opposite conclusions (Okamoto et al., 2009; Parkin
Kullmann et al., 2018), hence the impact of stress on cortical hyperexcitability and ALS remains
to be determined.

Using the transgenic ALS mouse model SOD1%%4, we investigated the impact of acute
restraint stress on the activity of INs in the M1, as well as on M1 plasticity by stimulating the
contralateral M1 (M1-M1 circuit), using both in vitro and in vivo approaches. In addition, and
to further appraise stress impact on M1 INs network, we evaluate through an
immunohistochemistry study the expression of two main regulators of GABA receptors'
function, the K*-CI" cotransporter KCC2 and the Na*-K*-CI- cotransporter NKCC1, which
extrudes and imports chloride in neurons, respectively, as it is well known that a disruption in
their balance may result in ineffective GABA inhibition (Céme et al., 2020; Liu et al., 2020).
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2- Material and Methods

2.1- Ethical considerations and subjects

All experiments were conducted in accordance with the guidelines of ethics committee
of the University of Bordeaux and European Committee Council directives of 1st February
2013 (2010/63/EV).

Experiments were conducted on two transgenic mouse lines: The B6-SJL-TgN
(SOD1*G93A)1Gur/J (SOD1 G93A) mice and the GAD67-GFP-SOD1%%** mice.

The B6SJLTgN (SOD1-G93A)/1Gur/J mice expressing the human G93A Cu/Zn superoxide
dismutase (SOD1) mutation (Gly93>Ala substitution, high transgene copy number) and their
wild type (WT) counterpart were used for in vivo electrophysiology and immunochemistry
studies. Mice were obtained from the Jackson Laboratory (https://www.jax.org/strain/002726)
and heterozygous B6SJLTgN(SOD1-G93A)/1Gur/J lineage (named SOD in the present study)
was maintained by crossing heterozygous transgene-positive male mice with B6SJL F1 hybrid
females (Janvier labs, Le Genest-Saint-Isle, France).

The GAD67-GFP-SOD mice were used to visualize GABAergic INs in primary motor cortex
(M1) for whole-cell patch-clamp recordings. These mice were obtained by crossing
heterozygous B6SJLTgN(SOD1-G93A)/1Gur/J male with heterozygous GAD67-GFP knock-
in Swiss female mice (Tamamaki et al., 2003).

Mice were housed in groups of five in large Plexiglas cages with access to food and
water ad libitum under a standard 12h light/dark schedule. All procedures were carried out on
male animals during the light phase of the cycle, before the onset of symptoms at
approximatively 10 to 12 weeks of age (late presymptomatic stage, see Gurney et al., 1994).
Mice were separated in four experimental groups. Two groups which were subjected to acute
restraint stress (WT stressed and SOD stressed) and two control groups (WT and SOD).

2.2- Patch-clamp experiments

2.2.1- Slices preparation

Mice were sacrificed by cervical dislocation, brain was quickly removed and
immediately immersed in ice-cold cutting solution of the following composition in mM: 250
sucrose, 26 NaHCOs, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 10 MgSOs, 1.3 MgCl;, 0.5 CaClz, and 10
glucose, gassed with 95% O,-5% CO». Brain was cut in coronal slices containing the M1 (300
pum, approximately from 1.8 mm to 0.3 mm anterior to bregma) using a vibratome (VT1000 S,

Leica Microsystems, Germany). The slices were then incubated at least 1 h at 34°C in standard
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aCSF (containing, in mM: 126 NaCl, 26 NaHCOs3, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 2 MgS0O4, 2CaCls,,
and 10 glucose, gassed with 95% O,-5% CO.) until whole-cell patch-clamp recordings were

performed.

2.2.2- Electrophysiology

Slices were transferred to a recording chamber under an upright microscope (Olympus
BX51WI, Japan) and continuously perfused (2 mL/min) at 28-30°C with oxygenated standard
aCSF. GADG67-GPF positive GABAergic INs within M1 were detected using 488 nm UV light
under direct visualization with an infrared-sensitive CCD video camera (Infinity 3 Lumenera
Corp., Ottawa, Ontario, Canada). Patch-clamp electrodes (6-8 MQ) were made of thin-walled
single filamented borosilicate glass (1.5 mm outer diameter, Sutter Instrument, Novato, CA)
using a two-stage vertical microelectrode puller (PP-830, Narishige, Tokyo, Japan). Pipettes
were filled with (in mM) 130 K-gluconate, 5 NaCl, 1 CaCl, 10 HEPES, 10 EGTA 2 MgATP,
pH ~7.4 adjusted with KOH.

All recordings were performed in current-clamp mode. Junction potential was not
corrected. The resting membrane potential was measured after whole-cell configuration
achievement and neurons exhibiting a resting potential greater more depolarized than -50 mV
were excluded from analyses. Recordings began 10 minutes after membrane rupture, and the
membrane resting potential was then adjusted to -70 mV by continuous current injection before
starting the V/I curve. Rheobase was determined by the use of successive 500 ms-long
depolarizing currents pulses (2 pA steps, 1 s interstimulus interval). Action potential properties
(threshold, amplitude and duration) were measured from the first single spike evoked during
rheobase assessment. The current—spike frequency relationship was determined by injecting
increasing depolarizing 500 ms current pulses (20 pA steps, ranging from 0 to 280 pA, 1s
interstimulus interval). Membrane response to hyperpolarization was investigated by a serie of
hyperpolarizing 500 ms current pulses (20 pA steps, ranging from -100 to -20 pA, 1 s
interstimulus interval). Accommodation parameters were calculated during continuous firing
elicited by a 500 ms depolarizing current pulse. Spike frequency accommodation was calculated
as the ratio between the last and first interspike intervals (last I1SI/first IS1). Spike amplitude
accommodation was measured as the absolute percentage of variation of the last AP amplitude
compared to the first AP amplitude (Asirst-Arast/ Asirst). They were evaluated twice, at stimulation
intensities triggering the minimal constantly maintained firing frequency (minimal continuous
frequency, Fcont) and the maximal sustained firing frequency (saturating frequency, Fsat).

Signals were obtained using an Axon Multiclamp 700B amplifier (Molecular Devices,
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Sunnyvale, CA, USA). Data were low-pass filtered at 2 kHz, digitized online at 20 kHz using
Digidata 1550B (Molecular Devices) and acquired with Clampex 10.7 software (Molecular
Devices). Signal analyses were performed offline using pCLAMP 10.7 software (Molecular

Devices).

2.2.3- Principal Component Analysis
In order to characterize INs clustering, a Principal Component Analysis (PCA) was

performed using R software (Ade4 package), based on the behavioural variables described in
Table 1.
In a first step, the contribution of each variable to the variance in the first and second

components of the PCA was calculated. Only the variables whose contribution to the variance
of a given component was larger than the mean contribution of all variables to that component
were considered. This method revealed the variables mostly responsible for INs variance in the
first component and in the second component.

In the second step, the location of each INs cluster was represented on the plane defined by the
first and second components of the PCA. The separation between pairs of groups was evaluated
by calculating the inertia, which was defined as the ratio of the between-group variance to the
global variance. The statistical significance of inertia for group separation was estimated using
a Monte Carlo permutation test (1000 runs) and fixed to p < 0.05. In each run, the simulated
inertia was calculated and the distribution of simulated inertia values was compared to the real
inertia. A P-value was then calculated as the ratio of the number of simulations in which the

simulated inertia was larger than the real inertia to the total number of runs.

Table 1. Variables used for Principal Component Analysis

Variables Definition Measurement Range
Resting membrane

Em ) mV -81to -49
potential

Rin Input resistance MQ 113t0 871

Minimum current to
Rheobase . pA 210 232
initate a spike

Spike Threshold

Threshold membrane potential

mV -62 to -30
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2.3- In vivo electrophysiology

2.3.1- Surgery

Mice were anesthetized with isoflurane delivered in concentrations of 1-3 % in oxygen
(up to 5 % for initial induction), using precision vaporizer and ventilation. Mice were placed in
a stereotaxic frame (Stoelting Instruments) with the head placed in order to align bregma and
lambda in the same horizontal plane. Body temperature was maintained at 37 °C by a heating
pad and temperature controller (FHC Bowdoin, ME, USA) and eyes were hydrated with
Lacrigel (Europhta Laboratories). After application of a local analgesic (lidocaine) the scalp
was incised and retraced. Small burr holes were then drilled in the skull to allow the positioning

of stimulating and recording electrodes.

2.3.2- Stimulating and recording procedures

Two recording electrodes (tungsten wires; diameter: 76.2 um) separated vertically from
~1 mm to simultaneously record at two different depths) were stereotactically positioned in the
M1 [1.6 mm anterior to bregma (AP), 1.6 mm from midline (ML), 0.35 to 1.35 mm dorsoventral
(DV)]. A stimulating electrode composed of two tungsten wires (diameter: 76.2 um) also
separated vertically from ~1 mm was placed in the M1 [1.6 mm AP, 1.6 mm ML, 0.35to 1.35
mm DV] to evoke field potentials in the contralateral M1. The DV location of both stimulating
and recording electrodes was determined in order to maximize the amplitude of M1 evoked
field potentials (or evoked potentials, EPs). A reference electrode (100 pm silver wire) was
fixed with a screw to the skull, in the occipital area.

M1 EPs were elicited by single 0.2 ms rectangular monophasic pulses delivered in the
contralateral M1, amplified by an A-M systems amplifier (Sequim, WA, USA - gain x100 or
x1000), filtered (band-pass 0.1-10 000 Hz), digitized at 10 kHz (CED) and analyzed with Signal
software v. 3.07 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK). Baseline responses were
established according to the stimulation intensity sufficient to elicit an EP corresponding to
~50% of the response maximal amplitude.

In order to determine whether the EPs in M1 correspond to synaptic responses or
neuronal firing, evoked extracellular multi-unit activity (MUA) was also recorded, using the
same recording and stimulating electrodes as described earlier, in mice prior to EPs studies.
Responses were amplified and filtered (gain x10 000; band-pass 300-500 Hz) digitized at 10
kHz (CED) and analyzed with Signal software v. 3.07 and Spike2 software v. 8.02 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK).
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2.3.3- Protocols
Primary motor cortex excitability and plasticity was investigated in an effort to better
understand the impact of stress on the motor cortical network functioning.

Input—output curve
Input-output curves (I/O) were generated by adjusting the stimulus intensity in
increments of 0.2 mA, from 0.4 to 4 mA. Stimulus intensity producing ~50% of maximal
amplitude was used for further analyses. 1/0 curve was followed by a paired-pulse protocol.

Paired-pulse
Short-term plasticity in M1 was assessed by means of a paired-pulse protocol. Two
sequential identical paired stimuli with a varying inter-stimulus interval (ISI: 50, 150 and 250
ms) were delivered in the contralateral M1. Short-term plasticity was then determined by
analyzing the paired-pulse ratio (PPR) between the EPs’ amplitudes for each inter-stimulus
interval (PPR = EP2/EP1). A ratio above 1 reflects a paired-pulse facilitation (PPF), while a
ratio under 1 reflects a paired-pulse inhibition (PPI).

Long-term plasticity induction
Long-term plasticity was evaluated through the application in the contralateral M1 of a
theta-like burst stimulation (TBS), which has been widely used to assess cortical plasticity and
modulate corticospinal excitability in humans (S. W. Chung et al., 2016; Wischnewski and
Schutter, 2015) and more recently in rats (Fujiki et al., 2020; Wu et al., 2018). The TBS (3
trains of 10 pulses at 100 Hz repeated 10 time at 5 Hz) was applied after a 30 min baseline
period at 0.05 Hz. Long-term plasticity in the M1 was measured as the EP amplitude’s mean

percentage of variation from baseline, and was recorded during 60 min (at 0.05 Hz) (see Fig.

1).

2.3.4- Pharmacology

With the aim of investigating whether the EPs’ components mainly reflect excitatory or
inhibitory activity, pharmacological experiments were conducted in a subgroup of mice. The
following antagonists were injected at the recording site (N = 6 per drug): a GABAA receptor
antagonist, (Gabazine at 3 puM; Tocris, Bio-techne, France); an NMDA receptor antagonist
(DL-AP5; 40 uM, Tocris) and a kainate and AMPA receptor antagonist (CNQX; 20 uM,

Tocris).
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2.3.5- Histology

The correct placement of the electrodes was controlled according to the recorded EP
general pattern and checked via a histological protocol after completion of experiments.
Brain tissue was collected and post-fixed in a formalin-saccharose 30 % solution until
sectioning. Coronal slices were cut at 80 um thickness, using a vibratome (VT1000 S, Leica
Microsystems, Germany), mounted on gelatin-coated slides and stained with cresyl violet for

microscopic validation of electrodes correct placements within both M1.

2.4- Acute restraint stress protocol

Mice were placed individually in a transparent tube with ventilation holes (internal
diameter 28 mm; length 105 mm) for 45 min. They were at the same time exposed to a bright
light in a sound attenuated room adjacent to the housing room. Non stressed control groups

were left undisturbed in their home cages.

10 pulses at 100 Hz
x10at5Hz

0 30 90 150 " 200s
Theta-like Burst
Stimulation (TBS)
anesthesia sacrifice
" 45 min g N 20 min - 30 min e 60 min . N
restraint i . .
el Jo 4 paredl Rest | Baseline Recording

Figure 1. Workflow diagram of in vivo electrophysiological recordings. After a 45-min restraint
stress, mice were anesthetized and an input—output (I/O) curve measuring EPs amplitude in response
to gradual increases in stimulation intensity was realized, followed by a paired-pulse protocol. After a
20-min rest, a 30-min baseline (0.05 Hz) was recorded before the induction of a theta-like burst
stimulation (TBS). After the TBS, EPs were recorded again during 60 min (0.05 Hz). Mice were
sacrificed at the end of the procedure.

2.5- Blood Sampling and plasma corticosterone assay

To determine corticosterone (CORT) level, blood samples were collected from the
submandibular vein of unanesthetized mice, with sterile 25-gauge needles (N = 9 WT and 13
SOD). Blood collection was performed during the same time interval in the morning (8:00 to
11:00), within 60-90 s from taking the mice from its home cage (basal CORT level: to). After
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taking the first blood sample, stress animals were individually placed in restrainer tubes (as
described above) for 45 min, while control mice return in their home cage for the same period,
after which a second blood sample was taken for all groups (tas).

Blood samples were deposited in tubes containing 10 % ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), centrifugate for 10 min at 4°C and 3000 rpm for serum separation. The supernatant
plasma was stored at —80° C for subsequent analysis. Plasma CORT levels were measured using
a commercial enzyme immunoassay Kit that allowed us to measure corticosterone

concentrations (Correlate-EIA, Assay Designs, Ann Arbor, USA).

2.6- Immunochemistry and confocal microscopy

Immunochemistry was performed on coronal slices containing M1 from SOD and WT
animals. Mice were deeply anesthetized (euthasol and xylazine solution, 360 mg/kg and 20
mg/mL respectively, i.p) and transcardially perfused with 4 % paraformaldehyde (PFA). Brains
were post-fixed overnight in PFA, then cryoprotected at 4°C in 15 % sucrose for 24 h followed
by 30 % sucrose during another 24 h. Samples were frozen in Tissue-Tek (O.C.T. Compound,
Sakura Finetek, Japan) using dry-ice cooled isopentane, and sliced into 25-um-thick sections
using a cryostat (CM 3050; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Sections containing M1
(approximately from 1.8 mm to 0.3 mm anterior to bregma) were affixed on gelatinized slides
and stored at -80°C until future use.

Slides were thawed and then rinsed 3 times in 0.1M PBS before a 20-min incubation in
NH4CI-PBS (50 mM) at room temperature, then rinsed 3 times again in 0.1M PBS and blocked
2 h at room temperature with a medium containing 2% BSA and 0.5% triton. Sections were
then incubated 48 h at 4°C with combination of the following primary antibodies, prepared in
PBST (0.2 % BSA, 1% triton): rabbit polyclonal anti-KCC2 antibody (1:200, Millipore 07—
432, Millipore Sigma, USA) and mouse monoclonal anti-NKCC1 antibody (1:200, T4 from
Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of lowa, USA). After three rinses in
0.1 M PBS, slides were incubated 2 h at room temperature with the following secondary
fluorescent antibodies, along with 40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1:5000; D9542
Merck Sigma-Aldrich) for nuclear staining: goat anti-rabbit secondary antibody Alexa Fluor
488 (1:500, A-11034, Invitrogen, France) and goat anti-mouse secondary antibody Alexa Fluor
647 (1.500, A-21235, Invitrogen, France). Slides were rinsed again with 0.1 M PBS before
finally being mounted with an anti-fade reagent (Fluoromount, Electron Microscopy Sciences)

and stored at 4°C in obscurity until confocal observation.
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Samples were imaged using a 20x objective with a confocal laser scanning microscope
(LSM 900 Zeiss). Lasers were selected according to the wave-length required for visualization.
Global fluorescence quantification of both KCC2 and NKCC1 proteins was performed using
Fiji software (Imagej.net). Data were collected from both hemispheres when possible. Values
are expressed as mean protein expression percentages + SEM, normalized to mean values from

WT samples

2.7- Statistical Analysis

IBM SPSS Statistics software for Windows, v. 20 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA)
was used for all statistical analyses. P-values less than 0.05 were considered statistically
significant. Normality of the data was assessed using Shapiro Wilk normality test. If not said
otherwise, continuous variables are expressed as mean =+ SEM and categorical variables are
presented as proportions (%) £ SEM. Comparisons of independent continuous variables were
conducted using t-tests or non-parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis analysis of
variance tests. The Dunn's nonparametric post hoc test was performed following significant
Kruskal-Wallis analyses. Paired continuous variables comparisons were analyzed by the means
of paired t-test. Repeated measures ANOVA with a Greenhouse-Geisser correction was used
for group comparisons of repeated variables. Significant between groups effect led to simple
main effects analyses. Investigation of categorical variables was performed using the chi-square
(%) test.

3- Results

3.1- Effect of acute restraint stress on the properties of M1 GABAergic

interneurons

Our first aim was to evaluate the effect of acute restraint stress on the
electrophysiological properties of GABAergic INs in the M1 of WT and SOD mice (transgenic
GADG67-GFP-SOD), at a late presymptomatic stage. To this end, patch-clamp experiments were
conducted on M1 inhibitory GABAergic INs recorded from layer (L) 2/3 to L6 from acute
coronal slices, from both SOD and their WT counterparts. As a first step, intrinsic properties of
GABAergic IN within the M1 were investigated. As a second step, these properties were
compared between WT and SOD animals. And as a third step the effect of restraint stress was

assessed in both groups.
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3.1.1- Recorded M1 GABAergic INs can be classified into 4 clusters

A total of 132 GFP-positive neurons were recorded and analyzed. Among them, four IN
clusters were classified according to their electrophysiological properties and firing pattern in
response to depolarizing current steps injection (see Fig. 2). In order to confirm INs clustering,
a Principal Component Analysis (PCA) was performed. Four electrophysiological parameters
were investigated among the 132 putative GABAergic INs (see Table 1). Only the variables
whose contribution to the variance of a given component was larger than the mean contribution
of all variables to that component were kept for subsequent investigations (e.g. 2502, see * in
Table 2). This analysis indicated that the first component of the PCA (Fig. 3A, horizontal axis)
mostly represented rheobase along with Rin. Using a similar method, the second component
(Fig. 3A, vertical axis) was interpreted as spike threshold. These variables were mostly
responsible for INs variance in the first and second components, hence they can be used as a
basis for INs clustering. An illustration of INs clusters represented on the plane defined by the
first and second components of the PCA can be seen Fig. 3B.

Finally, pairs of groups analyses revealed that all INs clusters significantly differed from
each other, except for the 4™ cluster compared to the 1% one (see Fig. 3C).

Table 2. Variables contribution to principal components

1 and 2 variance, regarding all interneurons

Componentl  Component 2

Em 2270 883
Rin 2502* 2124
Rheobase 3502* 18
Spike threshold 1726 6975*
mean 2500 2500

*variable whose contribution to the variance of a given
component is larger than the mean contribution of all

variables to that component

3.1.2- Electrophysiological properties of INs clusters in M1

The first cluster regrouped 34.1 % of the INs (n = 45). They were recorded from all
layers but were more abundant in L2/3 and L6. Before holding current injection, they displayed
a resting membrane potential of -66.93 = 0.91 mV, an input resistance of 263.96 + 12.80 MQ,
along with a rheobase of 54.76 + 3.63 pA. Evoked action potentials (APs) of these neurons
presented a mean threshold of -42.40 + 0.64 mV with an average amplitude of 39.91 + 1.90 mV
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and a mean duration of 1.19 + 0.05 ms. Their firing pattern in response to depolarizing current
steps was continuous with a discharge frequency that increased with the stimulation intensity.
Their mean maximum frequency was 58.90 + 2.05 Hz, and measured when injecting between
220 to 280 pA. These neurons expressed moderate frequency accommodation (Fcont: 2.06 +
0.17 and Fsat: 2.23 £ 0.10) and spike amplitude accommodation (Fcont: 7.33 £ 0.69 % and
Fsat: 22.06 £ 1.90 %) (see Fig. 2).

The second cluster was composed of 27.3 % of the recorded INs, found in L2/3 and
especially in L5 (n = 36). They presented a resting potential of -62.39 + 1.32 mV, a mean input
resistance of 334.78 + 14.86 MQ and a lower mean rheobase of 31.06 + 3.36 pA. Their APs
had a mean threshold of -46.59 £+ 0.80 mV, a mean amplitude of 48.42 £ 1.98 mV and a mean
duration of 1.16 + 0.05 ms. These neurons also expressed a continuous firing pattern with a
frequency of discharge increasing as a function of the stimulation intensity. Their maximum
frequency of firing was obtained from 140 to 280 pA injection and was around 70.25 £ 3.32
Hz. As for what was observed in the 1% cluster, INs from the 2" cluster displayed moderate
frequency and spike amplitude accommaodation at low stimulation intensities. (Fcont: frequency
accommodation = 1.98 + 0.18 and spike accommodation = 8.70 £ 1.04 %). They however
presented a stronger spike amplitude accommodation than cluster 1 INs with moderate spike
frequency changes at higher stimulation intensities (Fsat: frequency accommodation = 2.45 +
0.13 and spike accommodation = 43.63 + 3.10 %) (see Fig. 2).

The third cluster included 22.7 % of the INs (n = 30), obtained from L2/3 to L6, mainly
in L2/3 and L5. They exhibited a resting potential of -56.60 + 1.24 mV, associated with an input
resistance of 444.87 +25.86 MQ and a rheobase of 10.00 + 1.56 pA. Their APs were similar to
those recorded within the second cluster, with a mean threshold of -48.13 £ 0.75 mV, an average
amplitude of 40.53 + 2.08 mV, and a mean duration of 1.12 + 0.04 ms. These neurons expressed
moderate frequency and spike amplitude accommodation for the lowest stimulation intensities
(Fcont: frequency accommodation = 1.62 + 0.10 and spike accommodation = 9.01 + 0.94 %).
Comparable to cluster 2 INs, a moderate frequency and strong spike amplitude accommodation
was observed at cluster 3 INs saturating frequency (Fsat: frequency accommodation = 1.91 +
0.11 and spike accommodation = 42.99 + 3.06 %). They displayed a continuous firing pattern
for the lowest stimulation intensities of depolarizing currents but failed to elicit AP during the
whole depolarizing step duration or switched to discontinuous firing for the highest stimulation
intensities. Regarding this cluster, firing frequency was calculated during the time period of
continuous firing pattern only, and reached a maximum of 99.91 + 4.18 Hz with injected current
of around 260 pA (see Fig. 2). Interestingly, 70 % of cells from this cluster initiated a rebound

depolarization following hyperpolarization, leading to spike generation in 40 % of cases.
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Finally, the fourth cluster regrouped the last 15.9 % of GABAergic INs (n = 21), located
preferentially in L2/3 and L5 but observed from L2/3 to L6. They expressed a resting potential
of -64.95 = 1.72 mV, an average input resistance of 279.71 + 26.55 MQ and a mean rheobase
of 68.10 + 13.79 pA. Evoked APs from these INs were not different from those recorded from
the first cluster and had a mean threshold of -43.90 + 1.81 mV, a mean amplitude of 39.49 +
3.07 mV, along with a duration of 1.14 + 0.04 ms. Because of their irregular firing pattern,

neither their firing frequency nor their accommodation profile were investigated (see Fig. 2).
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Figure 2. Electrophysiological characterization of M1 GABAergic interneurons. (A) Left, firing
profile of the four interneuron (IN) clusters in M1, generated from 500-ms depolarizing current injections
(80 and 160 pA). INs from clusters 1 (green, n = 45) and 2 (orange, n = 36) presented a continuous
firing pattern. INs from cluster 3 (purple, n = 30) presented a continuous firing pattern for the lowest
stimulation intensities only, while cluster 4 INs (teal, n = 21) displayed a discontinuous firing pattern.
Left, an expanded view of single action potential (AP) for each cluster. (B1-B4) Electrophysiological
passive membrane properties (resting potential, input resistance and rheobase) and spike threshold
measurements between the four INs clusters. (C) Current-frequency curve (Ci) and maximum
frequency (Fmax) values (C.) of the current-frequency relationship among clusters 1, 2 and 3. Data are
shown as mean + SEM. N = number of animals, n = number of neurons. In Bi1-B4 and C,, each dot
corresponds to a single neuron. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Figure 3. Principal Component Analysis of GABAergic INs in M1. (A) Principal components
according to four electrophysiological parameters including Em, rheobase, Rin and spike threshold.
The first component (horizontal axis) represented mainly rheobase and Rm, the second component
(vertical axis) represented spike threshold. (B) INs clusters representation on the plane defined by the
first and second components of the PCA. (C) Paired comparisons of INs clusters. All cluster differed
from each other, except INs from the 4th cluster compared to cells from the 1st one.

Kruskal Wallis comparisons followed by Dunn’s post-hoc tests revealed that
electrophysiological properties of cells from the 4" cluster were similar to INs from the 1t and
2" clusters (p > 0.05, see Fig. 2). Cluster 3 INs were significantly different from clusters 4 and
1 regarding their passive membrane properties and AP threshold (p < 0.01, see Fig. 2). Cluster
2 cells departed from cluster 3 neurons in terms of passive membrane properties (p < 0.05 see
Fig. 2), and from cluster 1 regarding their resting potential, rheobase and spike threshold (p <
0.05 see Fig. 2). Considering their current-frequency curve and Fmax values, INs from the 3™

cluster appeared to be the most excitable compared to both clusters 1 and 2 (p < 0.001, see Fig.

2).
3.1.3- GABAergic INs percentages between WT and SOD mice

The probability to find INs from the four clusters differed between the WT and SOD
animals (nwt = 54, nsop = 78; ¥3(3) = 11.49, p = 0.009). While INs from the 1 and 4" clusters
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were equally represented between these two groups (32.7 % and 16.7 % in WT, respectively;
34.6 % and 15.4 % in SOD), cluster 2 and 3 ratios were inversed. INs from the 3™ cluster were
predominant in WT mice compared with the 2" cluster (34.5 % and 14.5 %, respectively) while
SOD animals expressed inversed proportions (14.1 % INs from the 3™ cluster and 35.9 % from
the 2" cluster).

3.1.4- Stress-induced changes in INs electrophysiological properties between WT and

SOD mice

Increased excitability of cluster 1 INs in SOD mice
Our analysis did not reveal any difference between the WT and SOD neurons from the
first cluster regarding their resting potential, input resistance and AP characteristics such as the
threshold, amplitude and duration (p > 0.05 in each case, Table 3). However, the SOD INs
expressed a lower rheobase than their WT counterparts (74.25 £ 6.53 pA vs 43.50 £ 5.21 pA,
U =10.50,z=-2.90, p=0.002) and a higher firing frequency in response to 500 ms depolarizing
currents injections from 60 to 280 pA (p < 0.05 for these intensities), with a maximum
frequency of 67.83 + 2.92 Hz (vs 48.50 £ 4.40 Hz in WT, U =47.50, z = -2.83, p = 0.003) (see
Table 3 and Fig. 4A,).
Interneurons from the three remaining clusters were similar between WT and SOD
animals concerning their passive electrophysiological properties, as well as their AP
characteristics (p > 0.05 in each case, see Table 3 and Fig. 4A,-A,).

Effect of acute stress on M1 GABAergic IN in WT and SOD mice

GADG67-EGP positive INs from the 1% cluster recorded in M1 of WT mice exposed to
acute stress did not exhibit changes regarding their passive membrane properties such as the
resting membrane potential and input resistance, neither the AP characteristics (p > 0.05 in each
case, see Table 3). A non-significant decrease of the rheobase (74.25 + 6.53 MQ vs 53.00 +
8.18 MQ, p = 0.101) along with an augmented frequency of firing in response to depolarizing
currents (significant for the 100-pA stimulation intensity, 8.25 + 1.75 Hz vs 21.40 + 4.52 Hz,
U =16.00,z=-1.65, p = 0.034), was however detected in these WT stressed animals (see Table
3 and Fig. 4B,).

In SOD cluster 1 INs, stress did not change the resting potential nor the input resistance
(p > 0.05 in both cases, see Table 3) but induced a slight but non-significant increase of the
rheobase (43.50 + 5.21 pA vs 54.53 + 6.74 pA, p = 0.256). AP features didn’t seem to be

impacted either (p > 0.05 regarding threshold, amplitude and duration, see Table 3). However,
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contrary to what was observed in WT stressed INs, our data showed that stress induction
lowered the frequency of firing in response to depolarizing current steps in SOD mice
(significant for the 260 and 280 pA stimulation intensities, 65.67 + 2.89 Hz vs 54.67 + 2.87
Hz, U =42.50,z =-2.32, p=0.019 and 67.67 £ 2.94 Hz vs 56.80 + 2.84 Hz, U =41.00, z = -
2.40, p = 0.016, respectively), as well as the maximum frequency of firing (67.83 £ 2.92 Hz vs
57.20 £5.09 Hz, U =41.50, z = -2.37, p = 0.016), see Table 3 and Fig. 4C.

As showed in Table 3 and Fig. 4B,-C4, stress alone did not induce significant changes
within clusters 2 and 3 INs, concerning their membrane passive properties along with AP

characteristics, regardless of the genotype (p > 0.05).

INs from the 4™ cluster from WT stressed mice were similar to their equivalents from
WT non-stressed animals, regarding their membrane passive properties and AP parameters (p
> 0.05, see Table 3). SOD stressed cells from cluster 4 also expressed similar features than the
SOD non-stressed INs (p > 0.05, see Table 3), except for their rheobase which was significantly
lower (99.20 £ 34.07 pA vs 30.57 + 6.65 pA, p =0.01), see Table 3.

These results suggest that at a late pre-symptomatic stage (P70-P90), INs from M1 are
altered in SOD mice. Interestingly, only interneurons from the 1% cluster are more excitable in
SOD mice when compared to their WT counterparts. Following acute stress, excitability of
these INs is increased in WT while it is decreased in SOD animals. In addition, stress increases
excitability of INs from the 4" cluster only in SOD mice. These results reveal that acute stress

alters motor cortical GABAergic circuitry differently in WT and SOD mice.
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Figure 4. Effect of acute restraint stress on INs excitability. (A;-As) Comparison between the WT
and SOD animals regarding clusters excitability. In SOD mice, cluster 1 INs were hyperexcitable, with
from left to right, a lower rheobase, a higher maximum frequency of firing (Fmax) along with higher
current-frequency curve values than WT cells (A1). WT and SOD expressed comparable excitability
regarding other clusters with similar rheobase values among cluster 2 (A>), cluster 3 (As3) or cluster 4
(As) INs. (B1-Bs) Acute stress influence on IN clusters excitability in WT animals. Stress tended to
slightly increase cluster 1 INs excitability in WT, with however no significant change regarding rheobase
or Fmax and moderately higher current-frequency curve values, significant for the 100-pA intensity only
(B1). No significant effect of stress was observed regarding cluster 2 (A»), cluster 3 (As) or cluster 4
(A4) INs rheobase. (C1-Ca) Effect of acute stress on SOD INs. Despite the lack of significant change in
rheobase, acute stress tended to decrease INs excitability in SOD mice with a lower Fmax and lower
current-frequency curve values (significant for the 260 and 280-pA intensities) in INs from the 1st cluster
(C1). While no difference was observed in INs from cluster 2 (C,) and 3 (Cs) excitability, it tended to
decrease cluster 4 INs rheobase (C4). Data are shown as mean + SEM. Each dot corresponds to a
single neuron, except for current-frequency curves; * p < 0.05, ** p < 0.01.
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3.2- Effect of stress on M1 synaptic plasticity

3.2.1- Characterization of Evoked Field Potentials in M1

Since acute stress appeared to differently affect GABAergic INs in M1 of WT and SOD
mice, our next step was to investigate such an impact on the cortical motor network plasticity.
To this purpose, we recorded M1 global activity in response to the stimulation of the
contralateral M1 in anesthetized animals. As described below, two evoked field potentials (EPS)

were recorded in the M1 depending of recording depth.

General features of Evoked Field Potentials depending on the recording depth

Fig. 5A illustrates the location of both the stimulating and recording electrodes within
the M1 (red dots). A representative example of EPs recorded along the M1 depth, with a phase
reversal in the deeper layers of the M1 can be seen in Fig. 5B:-B..

Two stable evoked responses were simultaneously recorded in the M1 whose maximal
amplitudes were obtained in the superficial and deep layers (~ 350 and ~ 1350-um depths see
Fig. 5B,). The EP from the superficial layers was characterized by a negative component (N1),
with a mean peak amplitude of 1.48 £ 0.11 mV and a peak latency obtained at 18.78 + 0.67 ms.
The EP localized in the deeper layer was characterized by two early negative components (N1’
and N2) and a late positive component P1. N1’ and N2 exhibiting mean amplitudes of 0.91 +
0.06 mV and 0.30 £ 0.02 mV appearing at 3.05 + 0.12 ms and 6.76 £+ 0.35 ms respectively, and
P1 had a mean amplitude of 0.96 + 0.04 mV occurring at 21.76 + 0.56 ms (see Fig. 5C:and Cs).

Simultaneous recording of evoked unit activity showed action potential firing occurring
at the same latencies than N1 component and N2-P1 complex suggesting that N1 and N2P1
components could reflect neuronal activity in the superficial and deep layers of M1, respectively
(see Fig. 5Czand Cu).

Pharmacological characterization of Evoked Field Potentials
As EPs correspond to a global network activity, which may encompass excitatory as
well as inhibitory influences, we used a pharmacological approach aimed at deciphering the
type of contributing neuronal activity of each EP component.
Injection at the recording site of the GABAA antagonist, Gabazine (3 uM), increased N1
amplitude, latency and duration along with an augmentation of the corresponding cell firing
activity. On the contrary, the N2-P1 amplitude and corresponding cell firing activity was

progressively reduced, then abolished (Fig. 5D; and D2, green traces).
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Figure 5. Characteristics of evoked field potentials in M1 following the electrical stimulation of
the contralateral M1. (A) Depth profile of evoked potentials (EPs) recorded in the M1 following
stimulation of the contralateral M1. (B1) lllustration of both stimulating and recording electrodes tips
positioning (red dots) in the right and left M1 respectively, on a coronal view at 1.6 mm anterior to
bregma. Inset shows the area of M1 magnified in Bz. (B>) lllustration of M1 cortical layers and recording
sites. Red dots correspond to the recording sites where EPs maximum amplitude were reached. Nissl
view and diagram are adapted from the Allen Mouse Brain Reference Atlas, atlas.brain-map.org. (C:-
C.) Representative examples of EPs whose maximum amplitude were obtained in the superficial and
deep layers of M1 (Cy and Cs3) and corresponding unit activity (C, and Ca.). Action potential firing
appeared at the same latencies as the N1 and N2P1 components. (D1-D.) Effect of 3-uM gabazine
(green traces) and 20-uM CNQX (orange traces) application at the recording site. Gabazine injection
greatly increased N1 amplitude and peak latency (D1) while the N2P1 complex disappeared (Ds).
CNQX application reduced N1 amplitude (D2) while N2P1 amplitude was slightly increased (Da). L,
Layer. WM, white matter. St, stimulus artefact. N1, negative component of the most superficial EP.
N1, N2 and P1, two early negative and late positive components of the deeper EP, respectively.
Amplitudes of EPs were measured from peak to peak (see dot lines).
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Injection of the kainate/AMPA receptor antagonist, CNQX (20 uM) resulted in a long-
term decrease of N1 amplitude as well as its corresponding firing activity. On the contrary,
CNQX appeared to slightly increase N2-P1 amplitude (Fig. 5D and D, orange traces). A local
injection of the NMDA antagonist AP5 decreased N1 amplitude with slight and not significant
change in N2-P1 (data not shown).

Finally, for all drugs, no significant effects were seen on N1’°, except for AP5 which
induced a slight increase (data not shown).

Taken together, these pharmacological results suggest that N1 may mainly reflect
glutamatergic excitatory activity within the superficial layers of M1, which are under
GABAEergic inhibitory control. N2-P1 complex, however, could reflect a GABAergic inhibitory
activity in the deeper layers of M1. As for N1°, giving it short latency, its absence of significant

response to drug and stimulation, it may reflect presynaptic activity.

Stimulation intensity-evoked responses in SOD compared to WT mice
A comparison of the stimulus intensity required to evoke responses in both SOD and
WT animals, showed no difference between groups (I = 0.60 £ 0.05 mA in both cases, p =
0.863). The stimulation intensity was not affected by stress in WT mice (lwt = 0.60 £ 0.05 mA
VS lwtstressed = 0.68 £ 0.03 mA, p = 0.113). However, the stimulation intensity was higher in
SOD stressed mice compared to SOD mice (Isop = 0.60 = 0.05 MA Vs Isopstressed = 0.85 + 0.06
mA; U =33.0, z=-2.919, p = 0.003).

3.2.2- Effects of stress on short- and long-term plasticity

In an attempt to better understand the M1 network functioning, short- and long-term
plasticity was investigated by mean of paired-pulse and theta-like burst stimulation (TBS)
paradigms. Since our preliminary data showed that significant changes occurred only in N1 and

N2-P1, the following experiments focused on these two components only.

Effect of TBS on M1 long-term plasticity in stressed and control groups
Following TBS of M1 we observed in the contralateral M1, a long lasting depression
(LTD) of N1 amplitude in WT but not in SOD animals, which on the contrary exhibited a slight
but non-significant increase of N1 ~ 40 min after the stimulation (Fj1,221 = 5.91, p = 0.024) (Fig.
6A1).
When stress was administrated, we observed a suppression of TBS-induced LTD in the

N1 of WT animals. Specifically, they displayed a post tetanic depression, which came back to
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baseline level within a 10 min period (Fp1,151 = 5.68, p = 0.031) (Fig. 6B1). The SOD stressed
mice on the other hand had a similar profile than the SOD control animals (Fpz213 = 0.219, p =
0.645) (Fig. 6Cy).

Concerning the N2-P1 complex, TBS did not significantly change response amplitude
in WT, but it induced a long-lasting depression in SOD groups (Fpz,22; = 5.68, p = 0.026) (Fig.
6A?).

TBS did not induce significant change in N2-P1 in WT stressed mice. They displayed
similar profile than WT control (Fj1,16) = 0.441, p = 0.516) (Fig. 6B>). On the contrary, in SOD,
stress suppressed TBS-induced LTD (Fpz,21; = 5.789, p = 0.025) (Fig. 6C>).

Effect of Paired-pulse stimulation in stress and control groups

To further characterize the network dynamics, two sequential identical stimuli was
delivered in the M1 with a varying inter-stimulus interval (ISI: 50, 150 and 250 ms).

Paired-pulse ratio analysis (PPR) of the N1 component revealed a similar paired-pulse
inhibition (PPI) for all ISI in both WT and SOD (PPRso = 0.64 + 0.05 vs 0.60 £ 0.03; PPR1sg =
0.56 + 0.06 vs 0.55 £ 0.03 and PPR25p = 0.64 £ 0.05 vs 0.57 + 0.03; p > 0.05 in each case).

Acute stress did not affect the PPI in WT mice regardless of the I1SI (p > 0.05). However,
in SOD stressed animals, PPl was greatly reduced for the shortest ISI (PPRso= 0.60 £ 0.03 vs
0.96 £ 0.07, U =8, z=-3.68, p < 0.0001) or weaker for the two remaining ISl (PPR1s0= 0.55
0.03 vs 0.80 £ 0.06, U =22, z = -2.87 and PPR25p= 0.57 £ 0.03 vs 0.83 £ 0.06, U =17,z = -
3.16, p < 0.01 in both cases) (Fig. 7A).

The N2-P1 complex also expressed a PPl in both WT and SOD animals regarding all
ISI (PPRso=0.86 + 0.08 vs 0.79 + 0.03; PPR150 = 0.87 £ 0.05 vs 0.83 + 0.03 and PPR250 = 0.85
+0.02 vs 0.81 £ 0.03, p > 0.05 in all cases).

Following stress, the PP1 was not impacted in WT animals regardless of the ISI (p >
0.05), neither in SOD mice for the longest ISI (PPR1so and PPR2so, p > 0.05 in both cases).
However, the N2-P1 complex displayed a weaker PPI for the shortest ISI in SOD stressed mice
(PPRsp =0.79 £ 0.03 vs 0.95 + 0.08, U =19, z = -2.237, p = 0.025 (Fig. 7B).

Excitatory N1 response recorded from M1 superficial layers exhibited LTD following
TBS of the contralateral M1 in WT but not in SOD. In M1 deeper layers, TBS induced LTD of
the inhibitory N2-P1 complex in SOD but not WT. Moreover, we showed that acute stress
suppressed the TBS-induced LTD of N1 in WT mice, and of N2-P1 in SOD mice. This
differential profile for WT and SOD in superficial versus deeper layers suggests strong

interaction between the two responses.
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Figure 6. Effect of acute restraint stress on TBS-induced plasticity in M1 of WT and SOD mice.
(Al and A2) Effect of TBS on synaptic plasticity in M1. (A1) The TBS induced a long-term depression
(LTD) of the N1 component in WT mice but not in SOD animals. Right, representative traces of the
TBS induction effects in WT (black) and SOD (grey). (A2) SOD mice but not WT animals presented a
LTD of the N2P1 complex following the TBS. Right, representative traces of the TBS induction effects
in WT (black) and SOD (grey). (B1-B4) Effect of acute restraint stress on TBS-induced plasticity in M1.
Acute stress reduced the TBS-induced LTD of N1 in WT mice (B1) but not in SOD animals (B3). WT
stressed mice presented a similar profile than the WT control animals (B2) while acute stress
suppressed the TBS-induced LTD of the N2P1 complex of SOD mice (B4). Amplitudes of EPs were
measured from peak to peak and are expressed as mean + SEM percentages of baseline. * p < 0.05,
** p < 0.01 indicates differences compared to baseline level (100 %); # p < 0.05, indicates differences
between groups.
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Figure 7. Effect of acute stress on paired-pulses-induced plasticity in M1 of WT and SOD mice.
(A) Paired pulses ratios (PPR) of N1 between WT, SOD, WT stressed and SOD stressed animals. N1
presented a PPR < 1 reflecting a paired-pulse inhibition (PPI) in WT and SOD mice for all inter-stimulus
interval (1SI). Acute stress did not impact the PPl in WT animals but decreased it for all ISl in SOD mice.
Right, representative field potentials evoked by a 50-ms paired-pulses stimulation in SOD (grey) and in
SOD stressed mice (blue). (B) PPR of N2-P1 between WT, SOD, WT stressed and SOD stressed
animals. N2P1 also presented a PPl in WT and SOD mice for all ISI, which was not altered by acute
stress in WT animals. SOD stressed mice expressed a decreased PPI for the 50-ms ISI only. Right,
representative field potentials evoked by a 50-ms paired-pulses stimulation. Paired-pulses ratio = 2nd
EP amplitude/lst EP amplitude, calculated for each ISI (50, 150 and 250 ms). Data are expressed as
PPR means + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 indicates differences between SOD control
mice and SOD stressed animals.

3.3- Effect of stress on the expression of KCC2 and NKCC1 in the M1 of WT and
SOD mice

Chloride co-transporters KCC2 and NKCC1 are main regulators of GABAergic
inhibition. Analyses of their expression in M1 showed that SOD and WT expressed similar
global expression percentages of both KCC2 and NKCC1 proteins in M1 (WT: 100.00 * 3.43
% vs. SOD: 92.83 + 5.00 % for KCC2 and WT: 100.00 * 3.86 % vs SOD: 98.87 + 4.20 % for
NKCC1, p > 0.05, see Fig. 8B and B,).

Acute stress induced an increase of KCC2 expression in WT but not in SOD mice (WT:
100.00 £ 3.43 % vs WT stressed: 125.40 + 9.21 %, U =230.0, z = -2.15, p = 0.031 and SOD:
92.83 £ 5.00 % vs. SOD stressed: 100.44 + 7.80 %, p > 0.05). On the contrary, it increased
NKCC1 expression in SOD but not in WT (WT: 100 £ 3.86 vs. WT stressed: 112.40 + 6.42 %,
p > 0.05 and SOD 98.87 + 4.23 vs. SOD stressed: 119.66 + 4.41 %, U =521.0,z=-3.05, p =
0.002, see Fig. 8B; and B>).
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Our results showed that global expression of KCC2 and NKCC1 in M1 is similar in WT
and SOD animals at a presymptomatic stage. However, acute stress differentially changed the

balance of KCC2 and NKCC1 expression depending on the genotype.
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Figure 8. Effect of acute stress on global KCC2 and NKCC1 expression within M1 of WT and
SOD animals. (A) Example of immunohistochemical KCC2 (left, green) and NKCC1 (right, red) staining
in M1 of WT. Images were obtained with a 20x objective confocal microscope. (B1-B2) Quantification
of the global KCC2 (B1) and NKCC1 (B2) staining in the M1 of WT, WT stressed, SOD and SOD
stressed animals. (B1) WT and SOD animals expressed similar levels of KCC2 protein. Acute restraint
stress increased KCC2 expression in WT but not SOD mice. (B2) NKCC1 expression was not different
between the WT and SOD animals. Acute restraint stress increased NKCC1 expression in SOD but not
WT mice. Values are expressed as mean protein expression percentages + SEM, normalized to mean

values from WT samples. * p < 0.05, ** p < 0.01. n, number of stained hemispheres. N, humber of
animals.
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3.4- Effects of stress on plasma corticosterone levels

Restraint stress is well known to activate the hypothalamic-pituitary-adrenocortical
(HPA) system by elevating plasma corticosterone levels (Lolait et al., 2007). However, to assess
the reliability of the HPA axis in SOD we measured plasma corticosterone level before and
after stress.

Our data showed that basal plasma CORT levels were similar between the WT and SOD
mice (Nwt =9, Nsop = 13; t(19) =-0.262 ; p = 0.796) (Fig. 9A). Following stress, the increase
of plasma CORT levels was not significantly different in WT vs. SOD (Nwr stressed = 5, Nsop
stressed = 7; t(10) =-0.328 ; p = 0.750, Fig. 9B), suggested no impairment of HPA axis.
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The M1 has recently been the focus of growing attention, since studies have begun to
highlight a more prominent role than the mere involvement in the processing of motor
information. The motor cortex, and particularly the M1, has been shown to have access to the
adrenal medulla, through the corticospinal track (Dum et al., 2016) and to share structural and
functional connections with the amygdala, a main structure of the affective circuitry (Loonen
and lvanova, 2018; Makovac et al., 2016; Péron et al., 2016). In addition, glucocorticoid and
mineralocorticoid receptors, the main targets of stress hormones, have been detected in M1 (R.
Ahimaet al., 1991; Ahima et al., 1992; R. S. Ahima and Harlan, 1990; Morimoto et al., 1996).
Collectively, these data suggest that the M1 could have a complex scope of functions in the
stress circuit, in altering ongoing behavior and in participating to stress load on the body.

In the M1, the maintenance of the network functional stability, relies on a physiological
balance between excitatory and inhibitory circuitry (E/I), orchestrated by a heterogeneous
population of GABAergic inhibitory INs regulating the activity of excitatory PCs (Donato et
al., 2013; He et al., 2019). Stress has been reported to alter INs excitability and E/I balance in
cortical regions (Page and Coutellier, 2019). Such changes may have major consequences on
M1, with repercussions in ALS disorder, as early symptom is a cortical hyperexcitability, likely
resulting from disruption of the E/I balance (Brunet et al., 2020; Gunes et al., 2022).

It is in this context, where the M1 neuronal stability seems to be a cornerstone in both
stress and ALS, we sought to expand our knowledge of the impact of an acute restraint stress
on the inhibitory activity of GABAergic interneurons in M1, as well as synaptic plasticity in

the M1-M1 network. It was supposed that acute stress may cause E/I imbalance in M1 that may
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further exacerbate the hyperexcitability seen in ALS. We also investigated whether changes in
plasticity and activity were correlated with deregulation of chloride co-transporters KCC2 and

NKCC1, which are essential for GABAergic inhibition in the central nervous system.

4.1- GABAergic interneurons in the M1

4.1.1- Cortical GABAergic interneurons subtypes

Analyzing GABAergic interneurons in the M1 of WT and SOD mice at a late
presymptomatic stage, we highlighted four clusters of GFP-positive putative GABAergic INs,
on the basis of their firing pattern and electrophysiological properties. Due to their wide
diversity, cortical INs classification is complex and is still an ongoing work (Gouwens et al.,
2020; Tremblay et al., 2016). Three IN main types are thought to constitute almost all INs
within the neocortex of rodents (Rudy et al., 2011). Their classification relies on the non-
overlapping molecular markers they express, including the calcium-binding protein
parvalbumin (PV), the neuropeptide somatostatin (SST) and the ionotropic serotonin receptor
5HT3a (5HT3aR). Among this last group, some INs express as well the vasointestinal peptide
(VIP) (Tremblay et al., 2016). While electrophysiology alone is not sufficient to precisely
identify cortical INs subtypes within the M1, which was beyond the scope of this study, it allows
us to evaluate the impact of stress on INs and M1 cortical circuits.

Among the 4 clusters identified in our study, both first and second clusters presented
properties resembling fast spiking-like (FS) neurons, such as a sustained high frequency of
firing associated with moderate or inexistent accommodation. These FS were mostly described
among PV and SST expressing neurons in mice somatosensory cortices (Helm et al., 2013;
Naka et al., 2019; Tremblay et al., 2016). Around 70 % of cluster 3 cells displayed a rebound
depolarization following hyperpolarization, leading to spike generation in 40 % of cases (Low-
Threshold-Spiking, LTS). This feature, along with their electrophysiological properties have
mainly been described in different subgroups of SST INs within the barrel cortex of mice (Ma,
2006; Naka et al., 2019). PCA analysis failed to separate cluster 4 neurons from cluster 1 cells,
thus they could be part of the same group of neurons. However, the irregular firing pattern
seems to be more representative of VIP INs, as reported by Tremblay et al. (2016).

4.1.2- Cortical interneurons in WT vs. SOD animals
Among the four INs clusters, the probability of recording neurons from cluster 2
increased in SOD mice, while neurons from the 3" cluster were rarely found. While it may be

a coincidence, these findings are consistent with animal studies showing variations in IN
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numbers in motor cortices of SOD1°%** mice at a presymptomatic stage. For example, a
decrease of calretinin-positive interneurons, a calcium-binding protein specific of some VIP
and SST neurons subgroups (Y. H. Chung et al., 2005), and increased numbers of PV cells
(Minciacchi et al., 2009). However, Clark et al., (2018) suggested that cortical interneurons
present morphological alterations in SOD animals. Moreover, some studies showed that INs
morphology and electrophysiological properties can correlate (Bengtsson Gonzales et al., 2020;
Buhl et al., 1996; Ding et al., 2021). Together, these data suggest that rather than a gain or loss
of INs, early morphological changes could occur in the M1 of SOD mice and lead to increase
similarity among INs electrophysiological characteristics. Nevertheless, alterations in INs ratios
or INs firing pattern may result in a remodeling of cortical GABAergic interneurons

connectivity with functional consequences.

In addition to an increase number of interneurons from cluster 2, we observed as well
in SOD, an hyperexcitability of cluster 1 interneurons as revealed by lower rheobase and
maximum frequency of firing. Variability in cortical INs excitability was often found in ALS
animal models and is thought to play a significant role in GABAergic cortical dysfunction
(Brunet et al., 2020). Cortical INs displaying hyper or hypoexcitability seems to be dependent
of neurons subtype along with disease stage (J. Kim et al., 2017; Zhang et al., 2016). It is not
very clear whether the altered ratio of cluster 2 and 3 populations in SOD mice is a cause or
consequence of the observed excitability changes.

While all INs are likely to be involved in different inhibitory circuits, it is admitted that
their probability to modulate either pyramidal cells (PCs) or other INs is highly dependent of
INs subtype and the state of cortical circuit excitability (Tremblay et al., 2016).
Hyperexcitability of cluster 1 INs in SOD mice could either be a compensating mechanism in
order to maintain cortical inhibition due to cluster 3 INs loss, or lead to over inhibition of other
INs, causing PCs disinhibition.

As inhibitory circuits are particularly efficient in compensating mechanisms (Blizzard
et al., 2011; Méndez and Bacci, 2011), these cortical GABAergic INs excitability differences
between WT and SOD animals may underlie distinct M1 plasticity changes and may be

differentially impacted by stress.
4.1.3- Stress effect on M1 interneurons

The impact of stress on INs has been mainly investigated in limbic structures, where it

appears to enhance the activity of SST INs involved in the regulation of the HPA axis
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(Arancibia et al., 2001; Jefferson et al., 2020; Joffe et al., 2022; Stengel and Taché, 2017).
Moreover, a marked reduction in SST mRNA expression in these interneurons have been found
in the prefrontal cortex and amygdala in major depressive disorder (Fee et al., 2017). SST INs
have been found to play a significant role in the inhibition of PC but also in disinhibitory circuits
through the inhibition of PV INs in neocortex (Tremblay et al., 2016).

Here, we showed that among the 4 clusters, INs from cluster 1 tended to be more

excitable after stress induction in WT. Consistent with what was described in SST INs, these
cluster 1 neurons activity could participate in the stress response regulation. In addition, they
could fulfil the same purpose as SST INs, in modulating PC activity both directly through
feedback inhibition and by inhibiting other INs and promoting disinhibition.
In SOD mice, acute restraint stress induced, on the contrary, a decrease in cluster 1 INs
excitability, along with simultaneous increase in excitability of the 4™ cluster neurons. These
changes may suggest an inability to correctly regulate the stress response, as well as a failure
in the modulation of PC and disinhibition processes. SOD stressed and WT stressed animals
exhibited similar plasticity profile, with however, distinct changes in interneurons excitability.
This could be explained by the homeostatic processes that regulate electrical activity in neurons.
Homeostatic regulation refers to the ability of a cell to cope with perturbations by generating a
compensatory response aim at re-establishing baseline function. In other words, an alteration
in excitability does not necessarily coincide with impaired neuronal activity or plasticity.
Alterations in intrinsic excitability will be a compensatory mechanism to counterpoise network
disturbance and restore previous activity levels (Hengen et al., 2013; Lambo and Turrigiano,
2013). Therefore, under pathological conditions, changes in excitability can be consistent or
not with changes in neuronal activity (Busche and Konnerth, 2015; J. Kim et al., 2017). It is
therefore important to simultaneously assess intrinsic properties of a neuron together with
changes in synaptic strength.

4.2- Synaptic plasticity in M1-M1 network

Synaptic plasticity refers to the ability of synapses to undergo lasting increases or
decreases in strength in response to activity patterns. Long-term potentiation (LTP) and
depression (LTD) are two forms of long-lasting increase and decrease in synaptic strength,
induced by a high or low frequency stimulation protocols. They are thought to be expressed in
all excitatory and inhibitory synapses of the mammalian brain, to support the development of
functional neuronal network as well as the storage of information in long-term memory.

Although these mechanisms allow the body to adapt to changes in its environment, not all of
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these adaptations are beneficial. During prolonged stress these mechanisms may become
dysregulated, and aberrant synaptic plasticity (lost or excessive synaptic drive) may contribute

to pathological behaviors and disorders.

4.2.1- Layer-dependent Evoked Field Potentials

In an attempt to understand the M1 network functioning, two evoked field potentials
(EPs) recorded in M1 following stimulation of the contralateral M1 were investigated, whose
maximal amplitudes were obtained in the superficial and deep cortical layers. These responses
could reflect the activity of two interconnected circuits in M1, the upper closed-loop located in
L2/3 involved in signal integration and the lower closed-loop extending from L5 to L6 shaping
signal outputs (McColgan et al., 2020). However additional experiments are needed to confirm
or not this hypothesis.

The superficial EP was constituted of one negative component N1 representing a
neuronal polysynaptic activity. Our pharmacological approach revealed that this late
component corresponded to a mixed AMPA and NMDA-receptor-mediated glutamatergic
activity, under a strong GABAergic control. N1 could mostly result from M1 pyramidal neurons
activity within the superficial layers, as they form strong horizontal connections with each
other, along with activity from M1 neurons located in the deeper layers, sending excitatory
projections ipsilaterally to the upper layers (Aroniadou and Keller, 1993; McColgan et al., 2020;
Thomson, 2003; Troncoso et al., 2007). Contralateral M1 neurons should also participate to
both EPs as they send excitatory inputs to the contralateral cortex trough the corpus callosum
(McColgan et al., 2020; Molyneaux et al., 2007). To this M1 pyramidal neurons activity could
be added thalamic inputs influence to the upper layers of the motor cortex (Deschénes et al.,
1998; Donoghue and Parham, 1983). Finally, the GABAergic control of the N1 component
could be arising from INs mainly within the same layers, possibly PV and SST neurons which
are known to form strong intralaminar connections with pyramidal cells (McColgan et al., 2020;
Tremblay et al., 2016).

The deep EP was constituted of one negative component N1’ along with a mixed
negative and positive complex named N2-P1. As the N1’ component appeared at a very early
latency it may represent a presynaptic activity. According to our pharmacological experiments,
the N2-P1 complex could mainly reflect a neuronal GABAergic inhibitory activity arising from
INs located within the deeper layers, maybe from PV and SST INs. However, the slight CNQX-
induced increase of N2-P1 suggests that, as for the upper layers, this complex is under inhibitory

control emerging from INs within the same layers, through excitatory influence. Indeed,
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excitatory inputs are send from PCs onto INs, which perform disynaptic inhibition of their
cellular targets (Apicella et al., 2012; McColgan et al., 2020; Tremblay et al., 2016). Excitatory
transmission blockade may remove this disynaptic inhibition onto other INs activity underlying

N2P1 complex.

In accordance with the work of Telenczuk et al. (2017) showing that local field
potentials in monkey and human neocortex mainly reflect inhibitory neurons activity, N1
component and N2-P1 complex both reflected GABAergic INs activity. However, in contrast
to N2-P1 which mainly represents inhibitory activity, N1 represent a global excitatory activity,
under GABAergic control. Therefore, changes in N1 will represent changes in GABAergic
activity as well. In agreement with our result, Yamada et al. (2007) found in the rat
somatosensory cortex a stronger GABAergic tonic activity directed onto L5 PC compared to
L2/3, suggesting that PC excitatory activity could be only observed in the upper layers, where

GABAEergic tonic inhibition may be weaker.

4.2.2- Long-term plasticity in the M1

To induce long-term synaptic plasticity, we used a TBS protocol mostly known to
trigger LTP in brain regions such as the hippocampus (Larson and Munkacsy, 2015). However,
in our study, the TBS protocol failed to elicit LTP in M1 excitatory component N1, but rather
induced a LTD. This could be due to a potentiation of the GABAergic control exerted over the
cortical pyramidal activity in order to prevent network overexcitation (Davies et al., 1991; Hess
and Donoghue, 1996; Lourenco et al., 2014; Maffei, 2011). Consistent with this hypothesis,
Hess and Donoghue (1996) managed to elicit LTP in the motor cortex following TBS
stimulation only after application of the GABAA antagonist bicuculline.

In the deeper layers, the N2-P1 complex didn’t express long-term synaptic changes
following TBS. Only a short depression was observed 5 to 10 min after stimulation, in WT
animals. This lack of LTP is in accordance with our pharmacological study suggesting the
presence of an inhibitory control over the GABAergic INs in the M1 deeper layers, in order to
maintain the E/I ratio. In that case, the early and short decrease in GABAergic synapses efficacy
following TBS could result from a disinhibitory mechanism performed by other INs, such as
SST or VIP INs, which have been showed to be involved in disinhibition processes (Tremblay
et al., 2016).
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In SOD mice, TBS did not induce LTD of N1. Animals expressed on the contrary, a
slight non-significant amplitude increase, 40 min after the stimulation. In tandem with changes
in N1, TBS induced a LTD of the N2-P1 complex. These findings could be related to an
alteration of the GABAergic inhibition onto PCs together with an alteration of intra GABAergic
inhibitory connection. An abnormal inhibition process performed by INs, may lead to PCs
disinhibition and increase excitability. This is consistent with previous reports signaling
presymptomatic lack of cortical inhibition in patients and animal models of ALS (Brunet et al.,
2020), as well as cortical hyperexcitability in ALS patients and animal models (Brunet et al.,
2020). As previously discussed in our in vitro findings, the presymptomatic SOD animals
displayed hyperexcitability of first cluster INs. Zhang et al. (2016) also reported hyperactivity
in INs subtype in TDP-43 mouse model of ALS. Together, these results suggest that hyperactive
INs from cluster 1 could induce overinhibition of other INs mediating PC inhibition, leading to

a disinhibition of PCs and participating to cortical hyperexcitability.

Upper and lower cortical loops are interconnected, with interlaminar connections mostly
composed of PCs projections in M1 (McColgan et al., 2020). Accordingly, the differential
profile for WT and SOD in superficial versus deeper layers suggests strong interaction between
the two responses. Thus, since INs control PCs activity, alteration of GABAergic component

in one loop may modulate neuronal activity and plasticity in the other.

Stress is known to either decrease or increase synaptic plasticity in limbic structures
such as the prefrontal cortex, hippocampus or amygdala (Diamond and Rose, 1994;
Kavushansky et al., 2009; J. J. Kim et al., 1996; Maroun and Richter-Levin, 2003; Rocher,
2004; Vouimbaetal., 2004; L. Xu etal., 1997; Yang et al., 2006). In contrast to results observed
in the hippocampus, where stress enhances LTD (Chaouloff et al., 2007; Fan et al., 2019; J. J.
Kimetal., 1996; L. Xu et al., 1997; Yang et al., 2006), we show here that acute restraint stress
decreased the TBS-induced LTD of N1 in motor cortices of WT. Stress is also known to act on
GABAergic metabolism in various ways (Maguire, 2014). For example, acute restraint stress
was found to decrease GABAA receptor al subunit expression in the prefrontal cortex of rats
(Zheng et al., 2007). This al subunit appeared to be involved in GABAa-mediated tonic
inhibitory current in the upper layers of the somatosensory cortex (Yamada et al., 2007). A loss
of function of these GABAA receptor has been related to epileptic activity (Samarut et al.,
2018). Along with that, Musazzi et al. (2010) showed an increased glutamate transmission in

frontal cortices of rats after acute stress exposure. Together, these data support our in vitro and
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in vivo findings and suggest that acute stress may partially remove the cortical inhibitory control
exerted toward upper layers PCs, leading to a reduced LTD and increasing cortical excitability.

Despite a stress-induced reduction of inhibitory GABAergic influence in M1 upper
layers, no significant changes were observed regarding the N2-P1 complex. Its tendency to
express a decrease in amplitude can however suggest that acute stress may have induced
homeostatic changes that precluded long-lasting changes of this particular component.

Since acute stress seems to act on GABAergic component, it is plausible that preexisting
failure of inhibitory control in SOD animals prevented us to detect changes in N1 upper layers
response.

The TBS-induced LTD of N2-P1 was however suppressed in SOD stressed mice, which
may be due to the differential effect of stress on GABAergic INs in these animals.

It is interesting to note that SOD stressed mice exhibited a profile similar to the WT non-stressed
animals regarding this N2-P1 complex. However, despite similar electrophysiological profile,
the underlying mechanism may differ in the two conditions. What is considered as a normal
physiological state in a non-stressful situation, may not be in a stressful one. With that in mind,
it is unlikely that SOD stressed mice return to a “normal” condition following stress, but go

through a complex adapting process leading to this specific neuronal excitability state.

4.2.3- Short-term plasticity in M1

Short-term plasticity is thought to play important roles in short-term adaptations, short-
term information processing and transient changes in behavioral states. It can be triggered when
a presynaptic neuron receives two stimuli in rapid succession; the postsynaptic response can be
either larger or smaller than the first (Zucker and Regehr, 2002). This phenomenon is termed
paired-pulse facilitation (PPF) and depression/inhibition (PPI), respectively. Short-term
plasticity has been proposed to cause transient changes of calcium in the presynaptic terminals,
which will impact the probability of vesicular release of neurotransmitter. For short
interstimulus intervals (ISI < 20 ms), PPI will be usually observed at all synapses, because of
transient vesicles depletion. However, for longer ISI (20 — 500 ms), most synapses will exhibit
PPF, probably because of an accumulation of calcium in the presynaptic terminals (Citri and
Malenka, 2008). Residual calcium from the first pulse will at the time of the second pulse cause
more vesicles to be released. Whether a synapse exhibits PPF or PPI depends on the recent
history of activation of the synapse. A Synapse that begin with a high release probability tend
to depress their response to the second stimulus (Citri et Malenka, 2008; Dobrunz et Stevens,

1997). In contrast, synapses with a low initial release probability normally exhibit an increase
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in response to the second pulse. Thus, the same synapse can display either facilitation or
depression, depending on its recent history of activation and modulation. It has been suggested
that PPF and PPl are essentially presynaptic phenomenon because during paired pulse
stimulation, postsynaptic receptor population do not have time to undergo changes. However,
postsynaptic mechanisms have been proposed to be also involved (Bouteiller et al., 2010). In
the hippocampus, PPI may reflect the inhibition of principal neurons through local interneurons
via both GABAA and GABA receptors (Jedlicka et al., 2010; J.-Y. Xu et al., 2009). However,
due to its polysynaptic nature, it is difficult to highlight the precise synaptic mechanisms
underlying PPI (Jedlicka et al., 2010).

Here, despite using longer ISI usually linked with PPF exhibition, we show that both
N1 and N2-P1 exhibited PPI, which may rely on two possible mechanisms. One is a decrease
in release probability of excitatory neurotransmitters at synapses with excitatory afferents and
the other is an increase in GABA release from INs terminals (Ramoa and Sur, 1996; Szabo et
al., 2000; Tuff et al., 1983), stressing PPI as an important process in the maintain of E/I balance.
Moreover, within the neocortex, short-term depression tends to be faster at excitatory synapses
than inhibitory connections, shifting the E/I balance in favor of inhibition following high
frequency firing (Varela et al., 1999). Thus, PPI in M1 may stabilize local circuits by playing
an early role in preventing overexcitation of the network.
However, no difference was found between SOD and WT mice regarding PPI, suggesting that
the lack of cortical inhibition seen in SOD animals may lies in alteration in the maintenance of

GABAEergic activity onto PCs, rather than in its induction.

Only SOD mice submitted to acute stress presented a reduced or a suppressed PPI in
both upper and deep layers components. As previously mentioned, PPI is an important actor of
inhibition, suggesting that acute stress disrupts the initiation of GABAergic activity in SOD
mice, which may favorize hyperexcitability in the upper layers, while promoting suppression
of disinhibition in the deeper layers. As stated just above, PPI has been proposed to reflect
principal cells inhibition by local interneurons activity in the hippocampus (Jedlicka et al.,
2010; J.-Y. Xu et al., 2009). Here, the reduced PPI seen in SOD stressed mice only may be
related to the increase in cluster 4 INs excitability observed in SOD stressed animals
specifically, which could be either a cause or a consequence of PPI alteration, acting as
compensatory mechanism.

Globally, our electrophysiological data shows that acute restraint stress induces changes

in excitability and plasticity of primary motor cortex. In WT mice, stress induction tends to
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disinhibit the cortex. As disinhibition processes in M1 are known to play roles in motor-related
learning and decision making (Coxon et al., 2014; Kolasinski et al., s. d.; Maruyama et al.,
2021), here it may be of importance to ensure a correct motor behavior in response to a stressful
situation. Interestingly in SOD mice, stress tends on the contrary to favorize the inhibition of
M1. Appropriate behavioral motor strategies establishment may lie on a specific excitability
state of M1. Since SOD mice present an already hyperexcitable cortical network, it could
explain the need to decrease M1 excitability following stress. However, the GABAergic

function could be too altered in these animals to efficiently fulfil this purpose.

4.3- KCC2 and NKCC1 expressions in M1

One factor which play a critical role in the GABAergic inhibitory efficiency is the
neuronal chloride homeostasis, which relies on two chloride co-transporters functioning, KCC2
which extrudes Cl- and NKCC1 which intrudes CI-. Study in our laboratory showed in the
lumbar spinal MNs at an embryonic stage that the chloride homeostasis was altered in
SOD1%%A due to a reduction in KCC2 efficacy (Branchereau et al., 2019). Moreover, it has
been shown that psychological stress can influence the activity of KCC2 as well as NKCC1’s
(Gao et al., 2017; Hewitt et al., 2009; Miller and Maguire, 2014; Sarkar et al., 2011; Tsukahara
et al., 2016). Therefore, we measured global amounts of KCC2 and NKCC1 proteins in the M1
using immunochemistry in an attempt to find anatomical correlates to our in vivo

electrophysiological results.

4.3.1- Chloride co-transporters expression between WT and SOD mice

WT and SOD animals expressed similar amounts of KCC2 and NKCCL1 in M1. This
implies the excitability and subsequent plasticity changes observed in SOD mice do not rely on
drastic changes in KCC2 and/or NKCC1 in M1.
Studies evaluating these two cotransporters expression in SOD1%%A mouse focused on the
spinal cord, and two of them performed at a late presymptomatic stage showed conflicting
results. One did not show any KCC2 expression impairment (Modol et al., 2014), while the
other revealed a down-regulation of KCC2 in SOD mice (Fuchs et al., 2010). However, the
latter study indicated that KCC2 down-regulation occurred in ALS-vulnerable MNs only,
compared to ALS-resistant MNs. This suggests that neurons in M1 at a late presymptomatic
stage may be ALS-resistant, leading to no change in KCC2 expression. However, another

possibility is that KCC2 is not involved in excitability changes in M1.
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In accordance with our data, Fuchs et al. (2010) also showed no NKCC1 expression impairment
in SOD mice. The role of NKCCL1 regarding GABAergic transmission control being mostly,
but not solely, described in the immature brain (Liu et al., 2020), it could indicate that it may

not be involved in adult M1 network excitability either.

4.3.2- Effect of acute stress on the two chloride co-transporters expression

Acute stress induced an increase in KCC2 expression in WT, with no change in NKCC1.
It was surprising since KCC2 decrease was associated with shifting the E/I balance in favor of
excitation (V. S. Chen etal., 2017; Lee et al., 2011), and a down-regulation of KCC2 was found
following stress (Hewitt et al., 2009; Miller and Maguire, 2014; Sarkar et al., 2011). However,
these three studies were conducted on the paraventricular nucleus (PVN), a key regulator of the
HPA axis. In this structure, stress-induced down-regulation of KCC2 removed the inhibitory
control exerted toward CRH neurons, promoting HPA axis activity and steroids release (Miller
and Maguire, 2014; Sarkar et al., 2011). But in M1, KCC2 might have another purpose
following stress. Some data shows that KCC2 holds a separate role in dendritic spinogenesis
(Fiumelli et al., 2013; Li et al., 2007; Llano et al., 2015). Dendritic spinogenesis has been
correlated to motor behaviors improvement during learning (T. Xu et al., 2009) and Nakamura
et al. (2019) showed that overexpression of KCC2 enhanced dendritic spine plasticity in the
motor cortex during motor learning, and enhanced motor acquisition. Suppression of KCC2
expression has been showed to block LTP and to decrease the efficacy of hippocampal
excitatory synapses (Chevy et al., 2015; Gauvain et al., 2011). Finally, acute stress has been
related to spinogenesis in structure such as the amygdala (Chakraborty and Chattarji, 2019).
Taken together, these data suggest that stress-induced upregulation of KCC2 in motor cortices
might in fact act in favor of M1 disinhibition, as part of the adapting process enabling

appropriate motor strategies establishment.

In SOD mice, acute stress did not induce an increase in KCC2 but in NKCC1. NKCC1
upregulation in mature structures, associated with KCC2 downregulation, has classically been
linked to chloride homeostasis disruption and subsequent synaptic inhibition impairment (Liu
et al., 2020). Such changes have been described following stress in the hippocampus and
hypothalamus (Gao et al., 2017; Tsukahara et al., 2016). However, here NKCC1 increase is not
accompanied by decrease in KCC2 expression, thus it is not clear whether its upregulation may

induce inhibitory function deficiency in M1 of SOD stressed mice, or serve another purpose.
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Although no significant difference was seen in the amount of NKCC1 and KCC2, between
control and SOD animals in normal condition, the impact of acute stress on these cotransporters
reveals a probable dysfunction in SOD animals. The increase of NKCC1 may be a
countervailing mechanism to rescue KCC2 function in SOD stressed mice. Moreover, here we
measured global amounts of both KCC2 and NKCC1, thus we do not know whether they were
expressed preferentially by one of the M1 cortical neurons populations. Such neuron type-
dependent expression and its subsequent effect on GABA transmission efficiency could
compensate for INs excitability changes. More studies are however required to determine the

exact nature of these impairments.

4.4- Corticosterone levels

The stress response is known to activate the hypothalamic-pituitary-adrenocortical
(HPA) axis, inducing an elevation of plasma corticosterone (CORT) levels. Our data analyses
revealed no difference in basal CORT levels between the WT and SOD mice, which differs
from some reports showing higher cortisol and corticosterone levels in ALS patients and in the
Wobbler mouse model of ALS, respectively (Gonzalez Deniselle et al., 2016; Patacchioli et al.,
2003; Spataro et al., 2015). This discrepancy may lie in the fact that patients and animals were
symptomatic, while our results were obtained from presymptomatic mice.

Moreover, following acute stress, increase CORT level was similar in both groups. This
suggests that HPA axis reactivity could not be accountable for the physiological changes seen
in SOD following stress. However, Patacchioli et al. (2003) reported in ALS patients, an
adrenal dysregulation with a loss of circadian rhythm of cortisol levels and an absence of
physiological increase of cortisol levels following an unexpected mild stress (color-word Stroop
test). Main difference with our data could be explained by the duration of stress exposure
(chronic life stress + acute vs. acute only). It will be therefore interesting to know if a chronic
or early stress experience could affect HPA axis and have different impact on plasticity in the
M1.

Some limitations of this study should be considered when interpreting our findings.
First, all experiments were conducted on male mice. As the HPA axis shares a close link with
gonadal hormones, a differential impact in female and male could be expected (Heck and
Handa, 2019). Some of our preliminary data seen to lead toward such a differential impact of

stress on the M1 plasticity in female mice. Second, the technical tools that we used did not
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allow us to clearly identify the nature of INs populations. Additional morphological and
molecular experiments associated with electrophysiological investigation will be necessary. As
a consequence, INs putative subgroups and their roles in M1 circuits remain speculative.
However, as a whole our data highlight the impact of stress on INs excitability, as well as it
global repercussion on M1 network. Third, we measured global amounts of KCC2 and NKCC1
with antibodies recognizing both active and inactive forms of these two co-transporters. Thus,
our conclusions remain theoretical and precise role of KCC2 and NKCC1 in M1 following
stress remains to be determined. Finally, no direct causality link was made between in vitro, in
vivo and immunochemistry experiments, which limits our understanding of the data. However,
as an exploratory study, these data revealed the importance to address the impact of stress on
the primary motor cortex and the resulting aftermaths. Aberrant plasticity and neuronal activity
on primary motor cortex following stress could be relevant not only for motor neuron disease,
as it may constitute a prominent factor of disease progression. Indeed, the impact of stress may
also be pertinent for non-motor function, as the primary motor cortex has anatomical and
functional interaction with various brain structures involved in mood, learning as well as stress

load on the body.

5- Conclusion

As a whole, our data highlighted an impact of acute stress on INs excitability and
network plasticity in M1. Stress reduced inhibition in WT animal and lead to increased
excitability in M1, probably through disinhibition mechanism. The inhibitory processes in the
M1 of ALS mouse model, was differently impacted by stress. Contrary to what we expected, it
tended to promote inhibition in SOD animals, possibly by reducing disinhibition processes.
This could be explained by a compensatory mechanism to re-establish balance following stress,
but does not imply an effective adaptation for the functioning of the motor cortical networks.
These excitability changes were associated with minor chloride co-transporters KCC2 and
NKCC1 deregulation, however their precise role in the inhibition process remain to be
determined.

Due to the interactions of the M1 with the main structures of the emotional circuit, the
motor cortex should have a more important role in modulating aversive information, and will
need to be further investigated. Stress-induced motor cortex changes, in activity and plasticity
in M1, may be of importance when evaluating ALS outcomes. Long-lasting effects of other
stress paradigms could be particularly interesting to determine, as the maintain of such

excitability changes within an already altered M1 network may have deleterious consequences
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on ALS progression. Manipulation of synaptic strength may have important clinical
applications, as it provides a means of normalizing synaptic strength and thereby ameliorating

plasticity-related disorders of the central nervous system.
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Chapitre 2 : Influence d’un stress prénatal
sur le M1

1- Présentation

La premiere étude ayant permis de mettre en évidence des modifications du réseau
moteur cortical suite a un stress aigu, ce deuxiéme article visait a compléter ces données, en
déterminant si un stress intervenant tres t6t dans la vie pouvait amplifier les changements
observés, en raison de 1’impact du stress prénatal sur le développement cérébral. Son influence
sur la plasticité du réeseau M1-M1 de souris WT et SOD adultes (10-12 semaines) a donc été
estimée a 1’aide d’une technique d’électrophysiologie in vivo. Toujours dans 1’optique de faire
un parallele avec les résultats précédents, une étude immunohistochimique de 1’expression
globale des co-transporteurs au chlorure KCC2 et NKCC1 au sein du M1 a également été

menée.

La composante excitatrice N1 retrouvée au sein des couches corticales supérieures, ainsi
que le complexe inhibiteur N2-P1 localisé dans les couches inférieures, ont a nouveau été
enregistrés dans le M1. Chez les WT, le stress a eu tendance a réduire la LTD de la composante
N1, bien que ce ne soit pas significatif. En paralléle, le stress a induit une LTD du complexe
N2-P1 chez ces mémes animaux. Chez les souris SOD, le stress prénatal n’a entrainé aucun
changement de N1 suite a la TBS, mais a en revanche supprimé, la LTD de la composante N2-
P1. Enfin, ’expression globale de KCC2 et de NKCC1 était augmentée chez les souris ayant

été soumises a un stress prénatal, quel que soit leur génotype.

Ces données révelent I’'impact a long terme d’un stress survenant a un stade
embryonnaire, sur la plasticité du M1 de souris adultes. De fagon similaire a ce qui a été observé
dans le cadre du stress aigu, le stress prénatal tend a promouvoir I’augmentation de I’activité
du M1 chez les animaux WT, tout en favorisant son inhibition chez les animaux SOD.
L’augmentation de I’expression de KCC2 et NKCC1 suite au stress, quel que soit le génotype,
pourrait étre en lien avec leurs fonctions respectives dans la formation de novo d’épines
dendritiques et dans la régulation de la réponse inflammatoire. Le stress prénatal pourrait ainsi
durablement influencer les transmissions excitatrices et inhibitrices au sein du M1, ce qui
pourrait avoir des répercussions sur les comportements moteurs et influencer négativement le

développement de la SLA.
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Abstract

Prenatal stress (PNS) exposure is known to induce profound structural and functional changes
in the brain leading to cognitive, behavioural and emotional disorders later in life. Among
changes, an excitatory/inhibitory (E/I) imbalance has been reported in limbic structures, such
as the amygdala, hippocampus or the prefrontal cortex. In cortical areas, including the primary
cortex (M1), a fine-tuning of excitatory and inhibitory events is required to achieve homeostatic
plasticity of the neuronal network. Stress impact on M1 may induce functional connectivity
impairment, which may be detrimental for an already altered network, as in the case of
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), the motor neuron disease. We previously showed that
acute restraint stress tended to enhance M1 inhibitory activity in WT while decreasing it in the
SOD1%%4 (SOD) mouse model of ALS. These changes were associated with and increased of
synaptic plasticity in SOD suggesting that an impaired inhibition may account for increased
excitability in SOD. The present study, aimed at extend these findings by assessing the
influence of a prenatal stress on M1 plasticity of WT and SOD mice, using an in vivo
electrophysiological approach. This was associated with an immunohistochemistry measure of
the expression in M1 of two main regulator of inhibitory GABA activity, the chloride
cotransporters KCC2 and NKCC1. Here, we show that compared to control counterparts, a PNS
exposition induced long-term plasticity impairment in the M1 of both WT and SOD adult mice.
However, changes were dependant of the genotype. While WT mice expressed a long-term
depression (LTD) of an inhibitory component recorded in lower layers of M1, following a theta
burst stimulation (TBS) of the contralateral M1, no changes were seen in SOD mice exposed
to a PNS. Finally, we show that the expression of KCC2 and NKCC1 were increased in both
WT and SOD mice exposed to PNS. Altogether, our data show that an early exposure to stress
induced long lasting changes in M1 synaptic plasticity with subsequent impairment in synaptic
plasticity in SOD and WT mice. This suggest that PNS may sustainably impair cortical synaptic
plasticity in M1, which, in interaction with the already altered neural network in SOD mice,
may potentially participate to E/I imbalance in M1 of SOD animals, possibly leading to

detrimental consequences in regarding ALS course.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis, plasticity, prenatal stress, primary motor cortex,
SOD1G93A
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1- Introduction

The impact of stress on brain functioning may begin as early as in the mother’s
womb. Early-life stress exposure (e.g., prenatally as maternal stress during pregnancy (PNS) or
early postnatally in infant) is one of crucial risk factors for developing a range of behavioral
and emotional disorders later in adult life. Evidence from animal studies suggests that stress in
the last week of gestation changes the trajectory of foetal brain development, interfering with
neuronal migration, brain maturation and function, with various adverse effects in offspring
(Bock et al., 2015; Hodes and Epperson, 2019). Part of this brain maturation process is achieved
through the neurotransmitter GABA, which is excitatory early in development (Ben-Ari, 2002,
2014; Wang et al., 2018; Watanabe and Fukuda, 2015). In addition to delaying GABAergic
progenitor migration, PNS was reported to decrease GABAergic interneurons populations in
the adult prefrontal cortex and hippocampus (Lussier and Stevens, 2016). More recently,
Marchisella et al. (2021) demonstrated that PNS was associated with an excitatory/inhibitory
(E/1) imbalance in rat prefrontal cortex and amygdala, with an increased risk for emotional
dysregulation. Cortical E/I balance relies on a dynamic interplay between excitatory pyramidal
cells and inhibitory GABAergic interneuron (INs) in order to maintain homeostatic plasticity
(Donato et al., 2013; He et al., 2019).

It was previously believed that the brain circuits of emotion and movement operate as
parallel and independent closed circuits (Alexander et al., 1986). However, the observation of
motor impairment, decrease or increase, in neuropsychiatric and mood disorders pointed on the
contrary toward interactions between these two circuits. Therefore, understanding the
functional connection of the primary cortex (M1), a prominent regulator of motor functions,
with stress is of utmost importance. In M1, INs are known to strongly shape excitatory
pyramidal activity, and to participate in motor cortical stability (Donato et al., 2013; He et al.,
2019). Factors which impact M1 network may lead to abnormal functional connectivity
resulting in motor functions impairment. Furthermore, as studies revealed functional and
anatomical connections between M1 and main structures involved in the stress response
(amygdala and adrenal glands) (Dum et al., 2019; Grezes et al., 2014; Morecraft et al., 2007),
M1 appears as a probable regulator of stress response as well.

One other important aspect of investigating the impact of stress on M1 is to gain insight
into its contribution to the pathophysiological process leading to motor cortical
neurodegeneration. Indeed, one key pathological hallmark of the motor neuron disease
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), is an early motor cortical hyperexcitability which has been

implicated with motor neurons death (Brunet et al., 2020). This selective hyperexcitability may
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result from compromised inhibitions and excitations, leading to dysregulation of E/I balance
(Saba et al., 2016).

We recently showed that acute restraint stress in adulthood enhanced M1 activity, likely
through a disinhibition mechanism involving increased excitability of specific GABAergic INs
(Mazurie et al., in preparation). On the contrary, in the SOD1¢%4 (SOD) mouse model of ALS,
at presymptomatic stage (P100), acute stress fostered cortical inhibition, by decreasing the same
INs excitability, leading to an enhanced inhibitory activity within M1. Acute stress also altered
two regulators of GABAergic transmission, the chloride co-transporters KCC2 and NKCCL.
While their involvement in inhibitory processes within M1 in the context of stress is not clear,
they may be of importance in mediating stress-related influence in M1, possibly through
structural alterations. (Mazurie at al. in preparation).

Collectively, these data suggest that PNS may also disrupt neuronal activity and
subsequent plasticity in M1. A deficit in inhibitory tuning will alter synaptic plasticity, blunt
the circuit functionality and hinder the efficiency of the information-bearing motor and non-
motor functions of the network. In addition, such changes may increase motor neurons
vulnerability and exacerbate ALS progression.

The present investigation was therefore designed to extend our previous findings, to
better understand the impact of stress on the M1. Our goal was to evaluate the influence of
stress occurring at early stages of life, when the motor cortex is vulnerable, because of the
establishment of definitive cortical connections (Rakic, 1988). Using in vivo electrophysiology,
we assessed the effect of a PNS exposure on M1 plasticity and activity of adult male SOD and
wild type (WT) mice. Changes in an excitatory (N1) and inhibitory (P1) component recorded,
respectively, in superficial and deep M1 layers, following the stimulation of controlateral-M1
(M1-M1 network) were evaluated following theta burst stimulation (TBS). We also evaluated
if, contrary to acute stress, prenatal stress exposure resulted in a dysregulation of the HPA axis,
as elevated adrenal glucocorticoids have been linked with compromised inhibition and aberrant
plasticity in limbic structures (Myers et al., 2014; Summers et al., 2003; Wosiski-Kuhn et al.,
2014). In addition, we also quantified, using immunohistochemistry, the level of KCC2 and
NKCC1 proteins in the different above conditions. In the context of PNS, alterations of the
expression of these chloride co-transporters could be pertinent, since they have been implicated

in cortical development (Veerawatananan et al., 2016; Virtanen et al., 2020, 2021).
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2- Material and Methods

2.1- Ethical considerations and subjects

Experiments were performed in accordance with ethics committee of the University of
Bordeaux guidelines and European Committee Council directives of 1st February 2013
(2010/63/EV).

All experiments were conducted on the B6-SJL-TgN
(SOD1*G93A)1Gur/J (SOD1%%4) transgenic mouse line, expressing the human G93A Cu/Zn
superoxide dismutase (SOD1) mutation (Gly93>Ala substitution, high transgene copy number).
Heterozygous B6SJLTgN(SOD1-G93A)/1Gur/J lineage (named SOD in the present study) was
maintained by crossing heterozygous transgene-positive male mice with B6SJL F1 hybrid
females (Janvier labs, Le Genest-Saint-Isle, France). Mice were obtained from the Jackson
Laboratory (https://www.jax.org/strain/002726).

Mice were housed in groups of five in large Plexiglas cages with access to food and
water ad libitum under a standard 12h light/dark schedule. Pregnant mice were housed alone
before delivery. Gestation in SOD mice last ~18.5 days and pregnant mice went under stress
protocol from embryonic day 16 to 18 (E16-E18). Only male descendance, at approximatively
10 to 12 weeks of age (which corresponds to a late presymptomatic stage in SOD mice, see
Gurney et al., 1994), was used for electrophysiology and immunochemistry procedures.
Experiments were conducted during the light phase of the cycle and mice were separated in
four experimental groups. Two groups which were subjected to a prenatal stress (PNS: WT
PNS and SOD PNS) and two control groups (WT and SOD).

2.2- In vivo electrophysiology

2.2.1- Surgery

Mice were anesthetized with isoflurane (concentrations of 1-3 % in oxygen; 5 % for
initial induction) and placed in a stereotaxic frame (Stoelting Instruments) with the head
positioned in order to align bregma and lambda in the same horizontal plane. The scalp was
then incised and retraced following the application of a local analgesic (lidocaine), and small
burr holes were drilled in the skull to allow the positioning of stimulating and recording
electrodes. Body temperature was maintained at 37 °C by a heating pad and temperature
controller (FHC Bowdoin, ME, USA) and eyes were hydrated with Lacrigel (Europhta

Laboratories).
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2.2.2- Stimulating and recording procedures

Both recording and stimulating electrodes were composed of two tungsten wires
(diameter: 76.2 um) separated vertically from ~1 mm to simultaneously record at two different
depths and stimulate the whole M1, respectively. The stimulating electrode was stereotactically
positioned in the M1 [1.6 mm AP, 1.6 mm ML, 0.1 to 1.4 mm DV] to evoke field potentials
(elicited by single 0.2-ms rectangular monophasic pulses) in the contralateral M1, where was
placed the recording electrode [1.6 mm AP, 1.6 mm ML, 0.4 to 1.4 mm DV]. The DV location
of both stimulating and recording electrodes was determined in order to maximize the amplitude
of M1 evoked field potentials (or evoked potentials, EPs). A 100-um silver wire reference
electrode was affixed with a screw to the skull, in the occipital area. EPs were amplified by an
A-M systems amplifier (Sequim, WA, USA - gain x100 or x1000), filtered (band-pass 0.1-
10 000 Hz), digitized at 10 kHz (CED) and analyzed with Signal software v. 3.07 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK). Baseline responses were established according to the
stimulation intensity sufficient to elicit an EP corresponding to ~50% of the response maximal

amplitude.

2.2.3- Protocols
Primary motor cortex plasticity was examined with the aim of evaluating the
consequences of a stress occurring at an embryonic stage on the adult motor cortical network

functioning.

Input—output curve
Input-output curves (1/0) were first achieved by incrementing the stimulus intensity
from 0.4 to 4 mA (0.2-mA steps) and stimulus intensity producing ~50% of maximal amplitude

was used for further analyses.

Paired-pulse

A paired-pulse protocol was conducted following the 1/O curve in order to investigate
short-term plasticity in M1. This paradigm consisted in two sequential identical paired stimuli
delivered in the M1, with a varying inter-stimulus interval (1SI: 50, 150 and 250 ms), in order
to elicit paired EPs in the contralateral M1. The paired-pulse ratio between the EPs’ amplitudes
(PPR = EP2/EP1) for each ISI reflects different forms of short-term plasticity: a ratio above 1
is interpreted as a paired-pulse facilitation (PPF), while a ratio under 1 corresponds to a paired-
pulse inhibition (PPI).
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Long-term plasticity induction

As theta-like burst stimulation (TBS) is often used to assess and modulate cortical
plasticity along with corticospinal excitability in both humans and rodents (S. W. Chung et al.,
2016; Fujiki et al., 2020; Wischnewski and Schutter, 2015; Wu et al., 2018), we applied a TBS
in M1 in order to evaluate the resultant long-term plasticity in the contralateral M1. The
stimulation included 3 trains of 10 pulses at 100 Hz repeated 10 time at 5 Hz and was applied
30 min following a baseline period at 0.05 Hz. Long-term plasticity in the M1 was measured as
the EP amplitude’s mean percentage of variation from baseline, and was recorded during 60
min at 0.05 Hz (see Mazurie et al for schematic representation of in vivo electrophysiological

recordings workflow).

2.2.4- Histology

During experiments, the correct placement of the stimulating and recording electrodes
was confirmed by the recorded EP general pattern, and checked afterwards via a histological
protocol. Brains were quickly removed, post-fixed in a formalin-saccharose 30 % solution and
80-um-thickness coronal slices were cut using a vibratome (VT1000 S, Leica Microsystems,
Germany). Sections were then mounted on gelatin-coated slides and stained with cresyl violet

for microscopic validation of both electrodes correct placements in M1.

2.3- Prenatal stress protocol

Pregnant mice were placed individually in a transparent tube with ventilation holes
(internal diameter 33 mm; length 105 mm) in a bright light and sound attenuated room for 45
min, once a day, during the last three days of gestation (E16 to E18). This period was chosen
because it is known to be the most vulnerable for cortical development in mice. Indeed, during
foetal life, neocortical neurons generated in proliferative zones, migrate to their final
destinations at the end of gestation. E16 to E18 are the late stage of corticogenesis, characterized
by the longest migratory pathways and intense migration across the cerebral wall (Ang et al.,
2006). Factors impacting this migration may lead in neurons failure to acquire their proper
position in the appropriate cortical layers, with subsequent abnormal behavior (Rakic, 1988).

The starting time for stress protocol was flexible, as it changed across the 3 days period.
Male descendance constituted the PNS groups. Non-stressed control groups were originated
from pregnant mice which were left in their home cages and not exposed to stressful

manipulation.
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2.4- Blood Sampling and plasma corticosterone assay

Impact of PNS on hypothalamic-pituitary-adrenocortical (HPA) system was evaluated
by the measure of plasmatic corticosterone (CORT) levels. To this end, we collected blood
samples from the submandibular vein of unanesthetized mice (WT =9, SOD =13, WT PNS =
10, SOD PNS = 10) with sterile 25-gauge needles in the morning (8:00 to 11:00), within 60-90
s from taking the mice from its home cage (basal CORT level: to). In addition, the reactivity of
the HPA axis was evaluated using an acute restraint stress. After to sample, animals were
individually placed in restrainer tubes for 45 min (similar to what was described above, see also
Mazurie et al., in preparation), while non-stressed PNS mice and control animals returned in
their home cage for the same period, after which a second blood sample was taken for all groups
(CORT level after 45 min: tss ; PNS stressed: N =5 PNS stressed WT and 5 PNS stressed SOD
; control stressed: N =5 WT stressed and 7 SOD stressed).

After collection, blood samples were immediately placed in tubes containing 10 %
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Following a 10-min centrifugation (3000 rpm at 4°C)
for serum separation, the supernatant plasma was stored at —80° C until future use. Plasma
CORT levels were investigated through CORT concentrations measurements using a

commercial enzyme immunoassay kit (Correlate-EIA, Assay Designs, Ann Arbor, USA).

2.5- Immunochemistry and confocal microscopy

Immunochemistry on coronal slices containing M1 from SOD and WT animals was
performed as previously described (Mazurie et al.). Briefly, mice were deeply anesthetized
(euthasol and xylazine solution, 360 mg/kg and 20 mg/mL respectively, i.p) and transcardially
perfused with 4 % paraformaldehyde (PFA). Brains were post-fixed overnight in PFA,
cryoprotected, frozen in Tissue-Tek (O.C.T. Compound, Sakura Finetek, Japan) and sliced into
25-pum-thick sections with a cryostat (CM 3050; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). After
being affixed on gelatinized slides, sections containing M1 (approximately from 1.8 mm to 0.3
mm anterior to bregma) were stored at -80°C until future use.

Slides were thawed, rinsed in 0.1M PBS (medium used for all rinses), incubated 20 min
in NH4CI-PBS (50 mM) at room temperature, rinsed again and blocked 2 h at room temperature
in PBST (2 % BSA, 0.5 % triton). Sections were then incubated 48 h at 4°C with the following
primary antibodies, prepared in PBST (0.2 % BSA, 1% triton): rabbit polyclonal anti-KCC2
antibody (1:200, Millipore 07-432, Millipore Sigma, USA) and mouse monoclonal anti-
NKCCL1 antibody (1:200, T4 from Developmental Studies Hybridoma Bank, The University of

lowa, USA). Slides were then rinsed before being incubated 2 h at room temperature with the
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following secondary fluorescent antibodies, along with DAPI for nuclear staining (1:5000;
D9542 Merck Sigma-Aldrich): goat anti-rabbit secondary antibody Alexa Fluor 488 (1:500, A-
11034, Invitrogen, France) and goat anti-mouse secondary antibody Alexa Fluor 647 (1:500,
A-21235, Invitrogen, France). After final rinses, slides were mounted with an anti-fade reagent
(Fluoromount, Electron Microscopy Sciences) and stored at 4°C in obscurity until confocal
observation.

Slides were imaged using a confocal laser scanning microscope (LSM 900 Zeiss, 20x
objective), with lasers selected according to the wave-length required for visualization. Both
KCC2 and NKCCL1 proteins global fluorescence quantifications were performed using Fiji
software (Imagej.net). When possible, data were collected from both hemispheres and values
are presented as mean protein expression percentages + SEM, normalized to mean values from

WT samples.

2.6- Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics software for
Windows, v. 20 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA). A Shapiro Wilk normality test was
primarily used to assess normality of the data. P-values less than 0.05 were considered
statistically significant and if not said otherwise, continuous variables are expressed as mean *
SEM. Independent continuous variables were compared by the means of t-tests or non-
parametric Mann-Whitney tests, and paired continuous variables were compared using paired
t-tests. Repeated measures ANOVA with a Greenhouse-Geisser correction was used for group
comparisons of repeated variables. Significant between groups effect led to simple main effects

analyses.

3- Results

3.1- Evoked field potentials in M1

The stimulus intensity required to evoke responses in M1 was not significantly
influenced by prenatal stress in WT (Iwt = 0.60 £ 0.05 mA vs lwtpens =0.84 £ 0.13 mA, p =
0.286). However, this stimulus intensity was higher in SOD PNS mice compared to the SOD
animals (Isop = 0.60 £ 0.05 mA vs Isoppns = 0.96 £ 0.09 mA, U = 66.50, z =-2891, p = 0.003).
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3.1.1- Features of Evoked Field Potentials depending on the recording depth

As in our previous work, two different EPs were simultaneously recorded in the M1,
whose maximal amplitudes were obtained in the superficial and deep layers (~ 350 um and ~
1350 um depths see Fig. 1). Both EPs presented the same pattern as recorded before (Mazurie
et al., in preparation).

The negative component N1, which is a characteristic feature of the EP localized in the
superficial layers, presented a mean peak amplitude of 1.40 + 0.10 mV with a peak latency
obtained at 18.30 + 0.61 ms. Typical early negative (N1’ and N2) and positive (P1) components
constituted the EP from the deeper layers. N1’ and N2 expressed mean amplitudes of 0.96 +
0.06 mV and 0.32 £ 0.02 mV appearing at 3.23 + 0.24 ms and 6.58 + 0.32 ms respectively, and
P1 exhibited a mean amplitude of 1.01 £ 0.05 mV occurring at 21.22 + 0.63 ms. The location
of the stimulating and recording electrodes within the M1 is illustrated Fig. 1 along with

representative examples of both EPs.
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1S
N2 <
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Figure 1. Evoked field potentials recorded in M1 following electrical stimulation of the
contralateral M1. (A:-Az) Representative examples of EPs whose maximum amplitude were obtained
in the superficial (A1) and deep (A>) layers of M1. (B) lllustration of both stimulating (right hemisphere)
and recording (left hemisphere) electrodes tips positioning (red dots) in M1, on a coronal view at 1.6
mm anterior to bregma. Nissl view and diagram are adapted from the Allen Mouse Brain Reference
Atlas (atlas.brain-map.org). St, stimulus artefact. N1, negative component of the EP from upper layers.
N1’, N2 and P1, two early negative and late positive components of the EP localized in lower layers.
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On the basis of our previous pharmacological and electrophysiological studies we have
identified N1 as a global glutamatergic excitatory activity emerging from pyramidal cells, while
N2-P1 complex, was labelled as a global GABAergic inhibitory activity originating from
interneurons (INs) (Mazurie et al., in preparation). All analyses in this present work were
performed on these responses.

The impact of PNS on M1 was assessed by analyzing the network’s ability to develop
long-term and short-term plasticity using theta-like burst stimulation (TBS) and paired-pulse

protocols, respectively.

3.1.2- Long-term plasticity following TBS

TBS was applied on the contralateral M1 to evaluate long term plasticity. We have
previously reported, that contrary to what was found in the hippocampus, TBS did not induce
long term potentiation in M1, but rather a long-term depression (LTD, for N1) or no change
(for N2-P1 complex) in WT control (Fig. 2A; and A2). In WT mice exposed to PNS, we observed
a suppression, although non-significant, of the TBS-induced LTD of the N1 component along
with a significant long term decrease of N2-P1 complex (Fpz,251 = 4.62, p = 0.041) (Fig. 2A; and
Az). In SOD, as reported before, TBS did not induce LTD in N1 but rather a small non-
significant increase as compare to baseline (Fig. 2B:). PNS did not impact further N1, as similar
changes were observed after TBS (SOD vs. SOD PNS: Fy1251 = 0.037, p = 0.848). In N2-P1
complex, PNS prevented the long-term decrease seen in SOD control. Precisely, both PNS and
control SOD exhibited an initial decrease of N2-P1 complex, however, while decrease endured
an hour in control SOD, it faded away in about 20 min in SOD PNS mice. (F[3.2,64.3] = 3.696, p
= 0.014) (Fig. 2B>).

These data show that PNS affects M1 long-term plasticity in a different manner in WT
and SOD animals. Similar to what was observed with an acute stress (Mazurie et al., in
preparation), PNS tended to suppress TBS-induced LTD in N1 while promoting depression of
N2-P1 complex in WT mice. In SOD animals, the impact of PNS was more complex, with no

observable changes in N1 and suppression of depression in N2-P1 complex.

3.1.3- Short-term inhibition in M1
Paired-pulse ratio (PPR) analysis revealed a paired-pulse inhibition (PPI) of the N1

component and N2-P1 complex for all ISI and all groups (Fig 3).
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Figure 2. Effect of prenatal stress on M1 plasticity following TBS of the contralateral M1 in WT
and SOD mice. (A1-A,) Effect of prenatal stress (PNS) on TBS-induced synaptic plasticity in M1 of WT
mice. Right, representative traces of M1 plasticity in WT (black) and WT PNS (orange). (A1) WT mice
subjected to a PNS tended to exhibit a reduced LTD of the N1 component, however it was not
significant. (A2) Only WT PNS animals presented a LTD of the N2P1 complex following the TBS. (B1-
B,) Effect of PNS on TBS-induced synaptic plasticity in M1 of SOD mice. (B1) PNS animals expressed
a similar profile as SOD non-stressed mice, with a slight non-significant increase in N1 amplitude
following TBS. (B2) PNS suppressed the TBS-induced LTD of the N2P1 complex observed in SOD
mice. Amplitudes of EPs were measured from peak to peak and are expressed as mean = SEM
percentages of baseline. *p < 0.05, **p < 0.01 indicates differences compared to baseline level (100
%); #p < 0.05, indicates differences between groups.

In both PNS groups, despite a trend toward a reduction of PPI in N1 for all IS, statistical
analyses did not reveal any significant differences in WT (PPRso = 0.64 + 0.05 vs 0.74 + 0.05;
PPR150 = 0.56 + 0.06 vs 0.65 + 0.05 and PPR250 = 0.64 + 0.05 vs 0.66 + 0.03; p > 0.05 in each

case) and SOD mice (PPRsg = 0.60 + 0.03 vs 0.69 + 0.06; PPR150 = 0.55 + 0.03 vs 0.60 + 0.06
and PPR2so = 0.57 £ 0.03 vs 0.64 £ 0.05; p > 0.05 in each case) (Fig. 3A).

For N2-P1 complex, despite a PPI increase tendency in WT PNS along with a downward
trend of PP1 in SOD PNS, changes were not statistically significant in WT (PPRso = 0.86 = 0.08
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vs 0.87 £ 0.05; PPR150 = 0.87 + 0.05 vs 0.77 = 0.03 and PPR250= 0.85 + 0.02 vs 0.77 £ 0.03; p
> (0.05 in each case) or SOD animals (PPRsp = 0.79 + 0.03 vs 0.90 £ 0.06; PPR150 = 0.83 £ 0.03
vs 0.83 £ 0.06 and PPR2sp = 0.81 £ 0.03 vs 0.89 + 0.03; p > 0.05 in each case) (Fig. 3B).

Despite the fact that changes in short-term plasticity following PNS were non
statistically significant, they could participate in long-term inhibition impairment in M1 of adult

WT and SOD mice.
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Figure 3. Effect of prenatal stress on paired-pulse-induced plasticity in M1 of WT and SOD mice.
(A) Paired pulses ratios (PPR) of N1 between prenatal stress (PNS) and control animals. PNS did not
significantly influence short-term plasticity of N1, with all groups expressing a PPR < 1 reflecting a
paired-pulse inhibition (PPI) for all inter-stimulus interval (ISI), despite a trend for PNS mice to express
higher PPR. Right, representative field potentials evoked by a 50-ms paired-pulse stimulation in WT
PNS mice. (B) PNS did not significantly impact N2P1 paired-pulse-induced plasticity either, with all
groups presenting a PPI of this complex regardless of the ISI. WT PNS tended however to present
lower PPR and SOD PNS higher PPR than their respective counterparts. Right, representative field
potentials evoked by a 50-ms paired-pulses stimulation in WT PNS. Paired-pulses ratio = 2" EP
amplitude/1st EP amplitude, calculated for each ISl (50, 150 and 250 ms). Data are expressed as PPR
means = SEM.

3.2- Higher expression levels of KCC2 and NKCC1 in M1 of prenatal stressed mice

Both PNS groups expressed higher levels of KCC2 in M1 compared to their non-
stressed counterparts, especially in SOD mice (WT: 100.00 £ 3.43 % vs WT PNS: 146.29 +
11.05 %, U = 161.0, z = -3.52, p < 0.0001 and SOD: 92.83 + 5.00 % vs. SOD PNS: 201.86 +
21.63 %, U = 206.0, z = -4.52, p < 0.0001, see Fig. 4). A similar phenomenon was observed
regarding NKCC1 expression, but at a lesser extent (WT: 100.00 £ 3.86 vs. WT PNS: 119.86
+6.79 %, U =233.0,z=-2.27, p =0.023 and SOD: 98.87 + 4.23 vs. SOD PNS: 128.47 +12.28
%, U =420.0,z =-1.97, p = 0.049, see Fig. 4).
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Figure 4. Effect of prenatal stress on global KCC2 and NKCC1 expression within M1 of WT and
SOD mice. (A) PNS increased KCC2 expression in both WT and SOD mice. (B) NKCCL1 expression
was also increased in WT and SOD mice subjected to a PNS. Values are expressed as mean protein
level percentages + SEM, normalized to mean values from WT samples. *p < 0.05, ***p < 0.001. n,
number of stained hemispheres. N, number of animals.
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3.3- Consequences of prenatal stress on plasma corticosterone levels

3.3.1- Basal corticosterone level is altered in SOD PNS but not WT PNS mice

PNS is known to impact the HPA axis functioning (Creutzberg et al., 2021; Glover et
al., 2010), thus we first assessed HPA basal activity by measuring basal plasma CORT levels
in control versus PNS mice.

Interestingly, while basal CORT levels (to) were similar between WT and WT PNS
animals (WT: 49.95 + 7.09 ng/mL vs. WT PNS: 68.16 +12.92 ng/mL; t(16) =-1.03 ; p = 0.317),
SOD PNS animals expressed lower basal CORT levels compared to their SOD counterparts
(SOD: 51.57 £ 5.75 ng/mL vs. SOD PNS: 27.98 + 4.99 ng/mL; t(21) = 2.99 ; p = 0.007),
suggesting a PNS-induced impairment of the HPA axis basal activity in SOD mice (see Fig.

5A). No significant changes were seen between WT and SOD (p > 0.05).
3.3.2- HPA axis is overactivated in PNS animals

In order to investigate whether a prenatal stress would induce an alteration of HPA axis

reactivity, subgroups of PNS and control mice underwent additional acute restraint stress.
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Following acute stress (tss), WT PNS and SOD PNS mice expressed higher levels of
plasma CORT than WT and SOD mice (WT stressed: 229.55 + 17.77 ng/mL vs. WT PNS
stressed: 361.51 £+ 34.11 ng/mL; t(8) = -3.43 ; p = 0.009 and SOD stressed: 237.52 + 16.11
ng/mL vs. SOD PNS stressed: 351.11 + 41.22 ng/mL; t(21) = 2.987 ; p = 0.007, see Fig. 5B),
which corroborates an HPA axis overactivity in animals exposed to early stress. After PNS,
CORT level was not different in WT PNS vs. SOD PNS (p > 0.05). However, when comparing
the mean percentage increase from CORT basal levels we showed superior increase in SOD
PNS as compared to WT PNS (WT PNS: 79.36 + 4.47 % vs. SOD PNS: 91.75 + 2.03 %); t(8)
=-2.524 ; p =0.036; Fig. 5C). These data suggest a stronger activation of the HPA axis in SOD
PNS mice compared to WT PNS animals.
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Figure 5. Prenatal stress influence on plasma corticosterone levels in WT and SOD mice. (A)
Basal plasma corticosterone (CORT) levels at to. Prenatal stress (PNS) did not significantly influence
basal CORT level in WT but decrease it in SOD mice. (B) Plasma CORT levels at t4s. Both WT and
SOD mice subjected to a PNS exhibited higher levels of CORT following an acute stress. (C) HPA
reactivity between PNS groups. SOD PNS mice presented a higher HPA reactivity than WT PNS
animals. Data are expressed as plasma CORT means (ng/mL) or mean HPA reactivity (% of variation
from basal level) + SEM. n.s, non significant p > 0.05, *p < 0.05, ** p < 0.001

4- Discussion

Early-life stress exposure can cause profound and permanent changes in brain structure
and function in offspring. Reported modifications include delay or failure of progenitor
migration in acquiring their appropriate connections (Bock et al., 2015; Hodes and Epperson,
2019), changes in neuroendocrine functions with a dysregulation of hypothalamic-pituitary-
adrenocortical axis (Glover et al., 2010; Jafari et al., 2017), neurogenesis deficiency (Lemaire
et al., 2006; Schmitz et al., 2002), long lasting impairment of inhibitory GABA activity and

synaptic plasticity in various brain regions (Bock et al., 2015; Glover et al., 2010; Painter et al.,
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2012; Zhong et al., 2020) along with alteration in locomotor activity (Nishio et al., 2006). All
those studies highlight the role of early life adversity in shaping a disordered brain, suggesting
that PNS may have tremendous impact on the M1 and motor-associated pathologies such as
ALS.

4.1- Evoked field potentials in M1

Consistent with our previous findings, we recorded reliable evoked responses in M1. A
N1 component in the superficial layers, which we previously labelled as glutamatergic
excitatory activity from pyramidal cells (PCs), and a N2-P1 complex in the deeper layers,
identified as a GABAergic inhibitory activity rising from INs. Both responses appeared to be
under inhibitory GABAergic control. Based on their recording localization and
pharmacological profiles, it is possible that these components may reflect two M1 closed-loop
circuits localized in the upper layers (L2/3) and in the lower layers (L5/6) (see Mazurie at al.,

in preparation).

4.2- Impact of prenatal stress on M1 plasticity

4.2.1- Long-term plasticity

We demonstrated here that WT mice, which underwent a PNS, displayed impaired
ability of TBS stimulation to induce LTD in N1 excitatory component. In parallel, they also
exhibited a strong LTD of the N2-P1 complex.

As suggested in our previous work, in control WT mice, TBS-induced LTD of excitatory
N1 component stemmed from a potentiation of the GABAergic control towards PCs, aiming at
preventing overexcitation of the network following stimulation. In addition, the concomitant
lack of long-lasting changes in synaptic strength of the inhibitory N2-P1 complex could be due
to a GABAergic control also exerted on N2-P1 (Mazurie at al., in preparation).

Therefore, the present results suggest that in WT, PNS reduces inhibitory control
exerted toward PCs in M1, leading to an increase in its global activity. Consistent with this, in
the hippocampus and frontal cortex, PNS has been linked with reduced inhibitory transmission,
reflected by decrease in GABA metabolism (Matrisciano et al., 2012, 2013).

These findings mirror our previous reports on the impact of acute stress, which has been
showed to alter synaptic plasticity through an increase in GABAergic INs excitability in WT.
These neurons were thought to mediate disinhibition process, leading to overinhibition of INs
involved in PCs inhibition following stress (Mazurie at al., in preparation). The effect of PNS

on synaptic strength may probably rely on similar disinhibition mechanism through the increase
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of excitability of the same INs. Uchida et al. (2014) reported in mice hippocampus and frontal
cortex exposed to PNS, a loss of parvalbumin-positive INs at post-natal day (P60), and Lussier
and Stevens, (2016) showed such variation of INs number was age- and structure-dependent.
Together, these data suggest that similar INs number variations and/or INs excitability and
activity impairment may occur in M1 of adult mice following PNS, leading to abnormal
inhibitory transmission and subsequent plasticity changes.

Cortical INs in superficial and deep layers receive excitatory projections from PCs, and
in turn shape excitatory activity by targeting PCs’ perisomatic and dendritic domains
(feedforward and feedback inhibitions, depending on the source of excitation) or receive
inhibitory projections other inhibitory INs (disinhibition). Therefore, INs may be involved in
different inhibitory circuits (McColgan et al., 2020; Tremblay et al., 2016). This will result in
a differential regulation of the input, integration and output of information from PCs. In addition
to excitatory synapses on GABAergic INs, inhibitory synapses on excitatory PCs as well as
inhibitory synapses on GABAergic inhibitory interneurons can undergo different long term
synaptic plasticity (Bannon et al., 2020; Castillo et al., 2011), rising the complexity of data
interpretation.

Both inhibitory and excitatory synaptic plasticity can occur simultaneously (Castillo et
al., 2011; Froemke, 2015), and same induction protocols have been reported to trigger LTP and
LTD at excitatory and inhibitory synapses (Froemke, 2015; Huang et al., 2013; Kerkhofs et al.,
2018). Thus, the TBS may trigger both LTP at inhibitory synapses on GABAergic inhibitory
interneurons (reflected by the absence of LTD in N1 excitatory component), leading to cortical
disinhibition, while eliciting LTD at inhibitory synapses from GABAergic INs onto PCs
(reflected by the LTD of N2-P1 inhibitory complex). It is also plausible that projections from
PCs onto INs preferentially targeting GABAergic neurons involved in disinhibition, underwent
LTP following TBS, participating to the increase in PCs activity in M1.

Finally, we proposed that N1 and N2-P1 may possibly reflect cortical upper and lower
loops activity respectively, and are likely to be interconnected (McColgan et al., 2020). Upper
layers PCs in M1 notably send strong excitatory inputs onto deeper PCs and INs (Apicella et
al., 2012). Due to the increase in excitatory activity in the context of stress following TBS, the
upper layers’ PCs may promote LTP of connections between GABAergic neurons and INs
regulating PCs inhibition (disinhibition process), in the deeper layers of WT animals. Such
mechanism may occur either through direct connections between upper PCs onto deeper INs
involved in disinhibition, or indirect excitation of these same INs trough connections between

upper PCs and deeper PCs.
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In other structures, such as the hippocampus or at corticostriatal synapses, impaired
synaptic plasticity in PNS has been related to deficit in synaptic maturation (Grigoryan and
Segal, 2016; Li et al., 2021). The authors reported a failure for a high frequency stimulation to
induce LTD, rather, PNS mice displayed sustain LTP. Li et al., (2021) postulated that LTD
occurrence in corticostriatal connections is a marker of synaptic maturation. A similar
phenomenon may occur within M1, and may explain the behavioural delays in motor

maturation reported in rodents following PNS (Patin et al., 2004).

In SOD mice, PNS did not further impact N1 component. However, it suppressed TBS-
induced LTD of the N2-P1 complex. This decreased LTD of the inhibitory component suggests
that PNS could promote inhibition in M1 of SOD mice. However, the absence of changes in
the upper layers may be due to the pre-existing lack of inhibitory transmission in SOD mice,
which may be too disturbed in upper layers to initiate depression of N1

Even though ALS disease is considered as an adult-onset pathology, study in our
laboratory reported very early inhibitory dysfunction in SOD mice at E17.5 in spinal motor
network (Branchereau et al., 2019). Cortical E/I imbalance in ALS is known to occur before
symptoms onset (Brunet et al., 2020), but, to our knowledge, was never reported during
embryonic development. If the immature cortical circuit also present early inhibitory alterations
and neuronal excitability, mirroring spinal network, this early vulnerability may be exacerbated
by PNS and account for the difference seen between WT and SOD animals. However, as
previously mentioned, PNS can trigger durable changes in various neuronal features, including
GABAergic function. Interaction between PNS-induced changes and ALS-dependent
alterations throughout aging may occur in SOD mice leading to different outcomes regarding
M1 plasticity. It remains to be determined whether the distinct influence of PNS on M1 between
WT and SOD is due to an already disturbed immature cortical network following PNS, or to

ALS-dependent alterations during aging or combination of both.

4.2.2- Short-term plasticity

All groups exhibited a PPI of N1 and N2-P1 components, regardless of the ISI. We
previously mentioned the relevance of PPI in maintaining the M1 E/I balance (Mazurie et al. in
preparation). Here, PNS did not significantly impact the PPI in both WT and SOD mice,
however it tended to decrease short-term inhibition in N1, which is in accordance with the
increase excitability observed in the upper layers of both WT and SOD mice which underwent

a PNS. Moreover, N2-P1 short-term inhibition presented a trend toward an increase in WT PNS
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and a decrease in SOD PNS, which is again in accordance with the differential effect of TBS-
induced plasticity in the deeper layers between WT PNS and SOD PNS.

These data suggest that a stress occurring at a late embryonic stage may participate to the E/I
imbalance in WT and SOD animals.

4.3- KCC2 and NKCC1 expression in M1 following prenatal stress

Both WT and SOD mice exposed to PNS exhibited in M1, as compare to control, a
higher global level of KCC2 and, in a lesser extent, NKCC1.

Two studies have also reported KCC2 and NKCC1 upregulation following early life
stress, in the hippocampus of P14 to P40 rats. Using a late-gestation maternal stress protocol,
the first study demonstrated an increase of KCC2 expression at P21, but a decrease from P28
to P40 (Veerawatananan et al., 2016). The other study used an early postnatal maternal
separation from P2 to P14 and showed increased levels of KCC2 at P40 (Hu et al., 2017). Both
studies reported higher levels of KCC1 at P14 only.

In addition to regulating neuronal chloride homeostasis and GABAergic inhibitory
efficiency, KCC2 has been shown to be a key regulator of cortical development and
spinogenesis (Virtanen et al., 2021). Awad et al., (2018) showed that the KCC2-mediated
spinogenesis in cortical organotypic cultures was blocked following increase of Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) levels, a KCC2 expression modulator (Kaila et al., 2014; Rivera
etal., 2002). Moreover, PNS-induced reduction of levels of BDNF have been reported in rodent
frontal cortex around P60 (Issa et al., 2010; Koo et al., 2003; Luoni et al., 2014). As a whole,
these data suggest that PNS may favor KCC2-mediated spinogenesis in mature M1, maybe
through BDNF down-regulation.

NKCC1 involvement in GABAergic transmission was mostly depicted in the immature
brain (Liu et al., 2020). Stress influence on NKCC1 expression in the hippocampus and
hypothalamus of the mature brain was linked with inhibitory deficits, and were associated with
KCC2 downregulation (Gao et al., 2017; Tsukahara et al., 2016). However here, NKCC1
upregulation occurred along with KCC2 expression increase, thus it is not clear whether
NKCC1 may induce inhibitory function deficiency in M1 of PNS mice, or serve another
purpose. Contrarily to KCC2, which is specifically expressed in neurons, NKCCL1 is more
widely found, especially in glia in the mature brain (Virtanen et al., 2020). Recently, NKCC1
has been showed to be functionally active in adult mouse brain microglia, with a role in

regulating inflammatory responses (Toth et al., 2022). Reports on PNS altering microglia
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morphology and activity (Diz-Chaves et al., 2012; Slusarczyk et al., 2015) suggest that the
observed NKCC1 upregulation may be in reaction to PNS-induced inflammatory response (see

below).

4.4- Corticosterone levels between control and prenatal stressed mice

Contrarily to what was described in some studies (Luft et al., 2020; Rezaei et al., 2021;
Szuran et al., 2000; Weinstock, 2008), WT PNS mice did not express higher basal CORT levels
as compared with WT control animals. However, such increase may be protocol and gender
dependent, as it is not a systematic finding (S. Chung et al., 2005) and was mostly observed in
female rodents (Luft et al., 2020; Szuran et al., 2000; Weinstock, 2008). While basal CORT
levels in SOD control was not different from WT control, SOD PNS mice displayed a
significantly lower CORT level, suggesting an impairment of the HPA axis activity in these
animals in basal condition.

Consistent with reports conducted in rodents (Creutzberg et al., 2021), we observed that
PNS mice (SOD and WT) exhibited higher HPA axis reactivity following an acute stress
compared to their counterparts. Using same mice ALS model, Fidler et al., (2011) reported
aberrant serum corticosterone circadian rhythm in early symptoms onset of ALS, corroborating
clinical data (Patacchioli et al., 2003; Spataro et al., 2015). Dysregulation of HPA axis in ALS
has been linked with inflammatory processes with high levels of cytokines in both patients
(Cereda et al., 2008; Lu et al., 2016; Poloni et al., 2000) and in late presymptomatic SOD16%A
mice (Jeyachandran et al., 2015). Moreover, PNS has been related to cytokines increased levels
as well (Enayati et al., 2020; Gur et al., 2017) and a bidirectional regulation exists between the
HPA axis activity and the immune system through glucocorticoids and cytokines interactions
(Eskandari et al., 2003). Thus, it is possible that HPA axis reactivity to acute stress, under
circumstances promoting pro-inflammatory processes, as it should be the case in SOD PNS
mice, may induce a runaway reaction of the HPA activity in these animals despite lower basal
CORT levels.

5- Conclusion

As a whole, our data show, in mice, that PNS is able to alter the synaptic plasticity in
the primary motor cortex during late adulthood. Similar to our previous findings regarding acute
stress, PNS increased M1 activity of WT mice, but promoted its reduction in SOD mice. These
plasticity changes were associated with chloride co-transporters KCC2 and NKCC1 increases,
which could be linked with spinogenesis and inflammatory processes related to PNS. These

126



synaptic plasticity differences in M1 between WT and SOD mice may lie in the fact that the
network is already altered in SOD animals. However, the maintenance of synaptic plasticity
differential changes following PNS may, in combination with the already altered neural
network in SOD mice, compromise the plastic capacity of the motor system and exacerbate the
excitatory/inhibitory imbalance in the motor cortex in the context of ALS, leading to

detrimental consequences.
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Chapitre 3 : Influence du stress sur les
apprentissages et |la progression de la SLA

1- Présentation

Enfin, ce troisiéme article s’est appliqué a déterminer si les changements de la plasticité
du réseau M1-M1 observés en cas de stress, qu’il soit aigu ou administré trés tét dans la vie,
étaient associés a des modifications des apprentissages moteurs, mais également cognitifs. Les
données montrant que patients atteints de SLA comme les modéles murins pouvaient présenter

au-dela des symptdémes moteurs, des déficits cognitifs.

A cette fin, les souris WT et SOD soumises & un stress (aigu a 1’ge adulte ou prénatal),
ont été testées a 1’age de 10-12 semaines sur leurs performances au cours de tests
comportementaux évaluant la coordination motrice ainsi que les mémoires spatiale et indicée,
respectivement a 1’aide d’un beam test et d’un labyrinthe de Barnes. Une estimation du niveau
d’« anxieté » général a eté au préalable réalisée chez les souris WT et SOD contrdle, ainsi que
chez les souris ayant subi un stress prénatal, et ce en utilisant un labyrinthe en croix surélevé.
Dans un deuxiéme temps, une mesure hebdomadaire de la force musculaire des souris, via un
test de grille inversée, ainsi que le taux de survie des animaux SOD au cours du temps a permis

d’évaluer I’influence d’un stress sur la progression de la SLA.

Le stress prénatal n’a eu aucun effet sur les niveaux d’anxiété des souris, quel que soit leur
génotype. En revanche, les performances dans I’utilisation d’une stratégie de mémoire spatiale,
dépendante de I’hippocampe s’en sont trouvées altérées chez les WT comme chez les SOD, de
méme que les performances motrices. Le stress aigu n’a quant a lui eu aucune incidence sur la
coordination motrice des animaux, mais a négativement impacté la mémoire spatiale chez les
souris WT et SOD. Enfin, si le stress aigu n’a pas semblé affecter la progression de la SLA, le
stress prénatal aurait tendance a en précipiter les symptémes, sans pour autant influencer la

survie des animaux.

Ces resultats ont mis en évidence que le stress influencait les performances motrices et
cognitives chez les animaux WT et SOD a un stade présymptomatique. Cependant seul le stress
prénatal a eu un impact sur la fonction motrice, avec de potentielles conséquences néfastes sur
I’évolution de la SLA, ce qui pourrait étre en lien avec les modifications de la plasticité

observées au cours des études précédentes.
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) leads to the degeneration of both upper (in the motor
cortex) and lower (spinal cord and brainstem) motor neurons. The disease is characterized by
an early cortical hyperexcitability due to excitatory/inhibitory transmissions imbalance. As an
adult-onset condition with a fast evolution leading to death within 3 to 5 years following
symptoms onset, ALS may result from the interaction between genetic and environmental
factors. Stress could be a main contributing factor, as it has been showed to exacerbate
neurodegenerative diseases and to cause excitatory/inhibitory transmission imbalance and
aberrant synaptic plasticity in structures involved in emotional processing. We recently showed,
using the SOD1%%%* (SOD) mouse model of ALS, that both acute and prenatal stress impaired
synaptic plasticity in the primary motor cortex (M1) in both WT and SOD mice. As changes in
synaptic strength are a key mechanism by which memory are stored in the brain, stress-induced
long-term synaptic changes in M1 raise the question of its contribution in motor learnings as
well as its impact on the ongoing course of the disease. Our aim was therefore to determine
whether the profile of synaptic plasticity we previously observed in the M1 of SOD and WT
mice following acute or prenatal stress, was associated with distinct motor and/or non-motor
learning performances as well as basal anxiety level. Motor coordination, spatial and cue
memory were evaluated using a beam apparatus and a Barnes maze, while anxiety was assessed
using an elevated plus maze. We also investigated whether stress may precipitate symptoms
evolution and/or survival rate in SOD animals by measuring muscle strength and survival rate
through the hanging grid wire test and endpoints criteria assessment, respectively. We showed
that SOD animals expressed a higher anxiety level, which was not amplified by PNS. The
evaluation of learning abilities showed that all animals favour a spatial strategy over a cue
strategy. However, SOD animals displayed deficit in both learning strategies. Stress impaired
spatial learning in both WT and SOD and did not lead to a strategy shift, as reported before.
Interestingly, acute stress has a stronger impact than PNS on spatial learning but PNS hold a
stronger impact on motor performance impairment. Finally, while SOD PNS mice tended to
present motor symptoms earlier than SOD non stressed animals, neither acute nor prenatal stress
significantly influenced ALS survival in symptomatic SOD mice. Motor impairment in PNS
animals may possibly be linked with the PNS-induced plasticity changes we observed in M1

during our previous work.

Keywords: acute stress, amyotrophic lateral sclerosis, behaviour, memory, motor, prenatal

stress, sod
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1- Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a debilitating neurodegenerative condition and
the most common adult motor neuron disease, with a prevalence of about 2-5 per 100 000
individuals (Chio et al., 2013). It is characterized by the degeneration of both upper and lower
motor neurons, which leads to muscle weakness and eventual paralysis. One of the earliest and
symptomatic features of both sporadic and familial forms of ALS is a cortical hyperexcitability,
due to excitatory and inhibitory transmissions impairment (Brunet et al., 2020; Gunes et al.,
2020a). ALS has an obscure cause and currently there is no effective treatment to halt or reverse
the progression of the disease (Abe et al., 2017; Saitoh and Takahashi, 2020). As an adult-onset
condition with a fatal issue occurring within 3 to 5 years after symptoms begin, ALS may be
resulting from the interaction between genetic susceptibility and environmental exposure. To
date, there is no conclusive environmental risk factor clearly identified (Bozzoni, 2016).

However, stress could play an important role in ALS progression, as it has been reported
to be a major contributing factor for neurodegeneration in both Parkinson and Alzheimer
diseases (Dallé and Mabandla, 2018; Hoeijmakers et al., 2017; Piirainen et al., 2017;
Sotiropoulos and Sousa, 2016; van Wamelen et al., 2020). Moreover, whether acute or chronic,
stress is known to cause cognitive alterations, through changes in synaptic plasticity and
excitability in structures involved in learning and memory (Joéls et al., 2007; McEwen et al.,
2016; Pittenger and Duman, 2008). Recently, we have reported in the SOD1%%# mouse model
of ALS, that both acute and prenatal stress impaired synaptic plasticity in the primary motor
cortex (M1), a central hub of voluntary movements control, motor learning and motor-related
decisions (Bhattacharjee et al., 2021; C. Lee et al., 2022; Sanes and Donoghue, 2000). Enduring
changes in M1 synaptic strength, such as long-term potentiation (LTP) and long-term
depression (LTD) may underlie, motor learning and memory storage, in addition to sustain
functional stability of the network (Donato et al., 2013). Congruent with this, evidences showed
that M1 synapses underwent synaptic plasticity following motor learning (Blitefisch et al.,
2000; Chen et al., 2015; Costa et al., 2004; Dayan and Cohen, 2011; Karni et al., 1995; Kida et
al., 2016; Monfils et al., 2005). Moreover, stress in rodents was associated with a 15 % loss of
synaptic contacts, which correlated with motor learning deficits (Gellner et al., 2022). Taken
together, these data suggest that stress-induced aberrant synaptic plasticity in ALS may underlie
motor learning deficit and influence the ongoing course of the disease.

Beyond motor function, stress could have a broader impact on non-motor learning as
well. In fact, ALS is conventionally classified as a pure motor disease, but new imaging and
neuropathological data have indicated cognitive abnormalities. About, fifty percent of ALS
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patients present non-motor symptoms, including frontal executive skills and memory deficits,
which has been linked with hippocampal reduction of grey matter volume (Beeldman et al.,
2016; Ringholz et al., 2005; Wheaton et al., 2007). Therefore, non-motor cognitive alterations
present along the course of ALS disease may be influenced by stress.

In this study, our aim was to determine whether the differential profile of synaptic
plasticity we observed in SOD1%%4 (SOD) mouse model of ALS vs. wild type (WT) mice
following acute or prenatal stress (Mazurie et al., in preparation), was associated with distinct
motor and non-motor learning abilities. Additionally, we sought to investigate whether stress
may precipitate symptoms evolution and/or mortality rate in SOD animals.

Using a beam apparatus and a Barnes maze, we evaluated motor coordination, as well
as spatial and cue learning and memory in WT and SOD adult mice exposed to either a prenatal
stress or an acute restraint stress during adulthood. Muscle atrophy and survival rate were also
monitored in SOD animals, through the hanging grid wire test and endpoints criteria

assessment, respectively.

2- Material and Methods

2.1- Ethical considerations and subjects

All experiments were realized in accordance with the guidelines of ethics committee of
the University of Bordeaux and European Committee Council directives of 1st February 2013
(2010/63/EV).

The B6-SJL-TgN (SOD1*G93A)1Gur/J (SOD1%%A) transgenic mouse line, expressing
the human G93A Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) mutation (Gly93>Ala substitution, high
transgene copy number), was used for all experiments. Mice were obtained from the Jackson
Laboratory (https://www.jax.org/strain/002726), and the maintenance of heterozygous
B6SILTgN(SOD1-G93A)/1Gur/J lineage (named SOD in the present study) was performed by
crossing heterozygous transgene-positive male mice with B6SJL F1 hybrid females (Janvier
labs, Le Genest-Saint-Isle, France).

Pregnant mice were housed alone before delivery and male descendance was housed in
groups of five in large Plexiglas cages with access to food and water ad libitum under a standard
12h light/dark schedule. Male animals only underwent experiments during the light phase of
the cycle at approximatively 10 to 12 weeks of age (which corresponds to a late presymptomatic

stage in SOD mice, see Gurney et al., 1994). During late-stage disease, access to food and water
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were facilitated. Euthanasia was realized when disease endpoint was met (functional paralysis
of two limbs).

Animals were first separated in four groups, with two groups which were subjected to a
prenatal stress (PNS: WT PNS and SOD PNS) and two control groups (WT and SOD). PNS
was induced by exposing pregnant mice to a repeated restrain stress from embryonic (E) day
16 to E18. Animal were further subdivided into two subgroups which underwent or not an
additional acute stress before procedures, leading to six final experimental groups (WT, WT
stressed, WT PNS, SOD, SOD stressed and SOD PNS).

2.2- Stress protocol

Prenatal stress (PNS) was induced as described before (Mazurie et al., in preparation)
by individually placing pregnant mice in a transparent tube with ventilation holes (internal
diameter 33 mm; length 105 mm) for 45 min once a day, during the last three days of gestation
(E16 to E18). Male descendance constituted the PNS groups, and control groups originated
from pregnant mice which were left undisturbed in their home cages. Among these control
groups, some mice underwent an additional acute restraint stress after reaching adulthood,
around 10 weeks of age. The procedure was the same as described above (tube: internal
diameter 28 mm; length 105 mm) and last 45 min right before experiments.

2.3- Behavioural procedures

Adult male mice (~P70) were tested in consecutive behavioural paradigms in a fixed
order to evaluate basal anxiety level, spatial memory and motor coordination within one week,
before a weekly assessment of body weight, muscular strength and survival rate. The same

animals underwent all successive tests, in the order seen in Fig. 1.

2.3.1- Elevated Plus Maze

Because psychological stress impact is closely related to anxiety traits and anxiety state
(de Kort et al., 2021), we evaluated basal anxiety-like behaviour in SOD and WT non-stressed
and PNS animals using an Elevated Plus Maze (EPM) apparatus. The device was made of grey
polyvinylcarbonate and was composed of four arms surrounding a 7 cm square central platform
placed 60 cm above the ground. Each arm was 30 cm long and 7 cm wide, with two opposite
arms bordered by 24 cm-high sidewalls with an opening at the top (closed arms). The two
opposite remaining arms were exposed to a ~ 45-50 lux light intensity (open arms). Each animal

was placed in the central platform in a cylinder (diameter 7 cm; high 17 cm) during 30 s before
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starting the test. After cylinder removal, the mouse was allowed to freely explore the whole
maze during 8 min. The apparatus was cleaned between each animal with a 5% alcohol solution.
The number of entries in each arm, times in open and closed arms and latencies to come in were
measured. An entry was counted when the mouse entered an arm with all four feet. Mice which

fell down were excluded from analyses.

2.3.2- Barnes test

Animals underwent a dual solution task in a Barnes maze. The task can be solved by
using either a hippocampus-dependent spatial mapping or a dorsal striatum-dependent single
cue association, two learning processes which are sensitive and unsensitive to stress
respectively (Martel et al., 2007; Schwabe et al., 2007).
The Barnes maze was constituted of a grey circular platform (diameter 110 cm), placed 80 cm
above the floor, with a total of 20 holes (diameter 5 cm) positioned circularly alongside the
maze edge. The platform was surrounded by several visual cues on the walls that were left in
the same position during the whole experiment. The platform was lighted with bright light (250
lux) and exposed to a gentle wind provided by a fan in order to motivate the animals to escape.
Each mouse was placed in the center of the maze in the same cylinder as described above for
30 s before starting sessions. After cylinder removal, mice were free to explore the maze, which
was cleaned between each animal. Trials were recorded using a video camera positioned above
the maze and analyzed with a video tracking software (Videotrack, Champagne au mont d’or,
France).

The experiment comprises three phases, spanning over two days. During the first day,
mice underwent a habituation session during which they freely explore the platform during 90
s in order to become familiar with this novel environment. During this session, a cue was
positioned on the apparatus behind one of the holes (see Fig. 1).
The acquisition phase began immediately after the habituation. One of the hole gave access to
a shelter (dark box, 18x10x10cm, with fresh litter on its floor) which was hidden below the
maze. The cue was moved behind the same hole (see Fig. 1). Animals performed 6 trials with a
180 s time limit to enter the shelter. The inter-trials interval corresponds to the time needed to
clean the apparatus (5 % alcohol solution). If the mouse reached the shelter, it was left inside
during 30 seconds before being removed from it. If the animal failed to escape within the
allocated time, it was gently guided toward it by hand. Mice which constituted the stressed
groups were subjected to a 45 min acute restraint stress, as described above, right before the

acquisition. Escape latency was measured for each trial.
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The retrieval was assessed the next day during the probe session. The procedure was the same
as described in the habituation phase. The escaped box was removed (place hole) with the cue
positioned behind the opposite hole (cue hole) and mice explored freely the maze during 90 s
(see Fig. 1). Latency to reach holes, number of entries in holes areas and amount of time passed
in it were quantified. Preference towards the place hole is indicative of a hippocampus-mediated
spatial memory strategy, whereas preference towards the cue hole is reflective of a striatum-

mediated cue memory strategy (Schwabe and Wolf, 2013).

2.3.3- Beam Walking Test

The Beam walking test was intended to assess fine motor coordination and balance. The

goal was for the mouse to stay upright and walk across an elevated narrow beam to a safe
platform. We used a modified beam walking test paradigm, based on protocol of Prévot et al.
(2017).
The apparatus was constituted of a 1-meter-long beam positioned 80 cm above the floor linking
a start platform (3 x 4 cm) to a dark compartment. At the beginning of trials, each mouse was
placed on the start platform, which was exposed to a bright light (300 lux) to motivate the
animal to cross the beam and reach the dark compartment. In case of fall, the floor was covered
with foam to prevent mice from getting injured. Once the mouse had reached the compartment,
it was left inside during 20 seconds before being removed from it. The protocol was constituted
of two phases, spread over two successive days.

During the first day, the mice were trained to cross three different beams with a gradual
difficulty depending on their shape and thickness: a first 10 mm square beam was followed by
a 15 mm round beam and a final 8 mm square beam (see Fig. 1). Mice performed 3 trials per
beam and had a time limit of 2 minutes to cross the beam. The time to cross the beam was then
quantified as a variable reflecting mice performance. Trials during which animals fell down or
did not cross the beam were removed from analyses.

On day two, animals were tested again on the same beams they crossed during the training
phase, before experiencing a final new 10 mm round beam. Mice composing the stressed groups
were subjected to a 45 min acute restraint stress, as described above, right before the testing
(see Fig. 1). Animals realized 2 trials per beam and time to cross the beam is presented as mean
of the two successive trials for each beam. As for the training phase, trials during which animals

fell down were removed from analyses
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2.3.4- Hanging-wire grid test

Neuromuscular strength was assessed by means of the hanging-wire test. Mice were
tested weekly from 10 weeks of age until two legs paralysis leading to euthanasia. Each animal
was individually placed onto a 43 cm-long square wire grid (12 mm squares) which was gently
turned upside down and maintained 60 cm above a housing cage filled with foam to avoid
injuries. The wire grid was surrounded by borders (4 cm) to prevent the mice from going back
up. The latency to fall from the grid was measured for each trial with a time limit of 60 seconds
per session, and the higher latency among the three trials was used for subsequent analyses.

2.3.5- Weight and survival rate

As for muscular strength, body weight measurements were assessed weekly from post-
natal week 10 until the sacrifice of the animals, which occurred when disease endpoint was met
(functional paralysis of posterior limbs). The last day of survival corresponded to the day when

euthanasia was realized.

2.4- Statistical Analysis

IBM SPSS Statistics software for Windows, v. 20 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA)
was used to perform statistical analyses. Normality of the data was assessed with a Shapiro
Wilk normality test, and P-values less than 0.05 were considered statistically significant.
Independent continuous variables and paired variables were compared using non-parametric
Mann-Whitney and Wilcoxon tests, respectively. Mice survival comparisons were performed
using the Kaplan-Meier method (log-rank test). If not said otherwise, variables are expressed
as mean £ SEM. Repeated measures ANOVA (Greenhouse-Geisser correction) was performed
for group comparisons of repeated variables. Significant between groups effect led to simple
main effects analyses. Two-tailed Spearman’s rank correlation was used for comparisons

correlation analyses of quantitative variables.
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3- Results

3.1- Anxiety-like behaviour assessment

We used an EPM apparatus in order to evaluate basal anxiety level before assessing
cognitive and motor abilities. Globally, all SOD mice spent less time in open arms as compared
with WT mice, suggesting a higher anxiety-like behaviour in these animals (WT: 30.46 + 1.76
% v.s. SOD: 23.45 + 2.19 %, U =12.0, z = -2.25, p = 0.025, see Fig. 2). PNS did not increase
anxiety level since both WT and SOD mice displayed similar percentages of time passed in
open arms than their respective counterparts (WT PNS: 26.99 + 2.58 %, U =55.0, z =-0.50, p
=0.643 and SOD PNS: 23.12 + 2.19 %, U = 90.5, z = -0.02, p = 0.981, see Fig. 2). Finally, WT
and SOD mice from the future acute stressed groups were not different from the control mice
either (p > 0.05 in both cases, see Fig. 2).

3 WT(N=9)
I WT stressed (N=7)
. ./ ;VOTDP%S_(’;”E') Figure 2. Anxiety-like behavior
* - SOD (Stre_sséd (N=g assessment in SOD and WT
(|

0 SOD PNS (N = 13) animals. SOD animals spent less
1 time in open arms than WT mice
suggesting a higher anxiety-like

25 -

behaviour. PNS did not influence
time passed in open arms in both WT

20 1 and SOD animals. Mice belonging to
the future acute stressed groups (WT

15 1 in red and SOD in blue) were not
different from control animals either.

10 4 Data are shown as mean + SEM. *p
<0.05.

Time in open arms (% from total time)

3.2- Learning and Memory assessment

Before the acquisition phase, SOD and WT animal were subdivided in 2 subgroups: 8
out of 18 WT and 6 out of 14 SOD mice underwent a 45 min acute restraint stress. During the
acquisition phase, the escape latency decreased over the 6 trials for all groups (p < 0.05 in each
case), suggesting that all mice learned to escape to the shelter (see Fig. 3). PNS animals escape
latencies during the first trial did not differ from non PNS mice (WT: 90.40 + 21.34 s vs. WT
PNS: 76.11 £ 16.53 s; p = 0.809 and SOD: 95.57 + 25.28 s vs. SOD PNS: 85.28 + 14.94 s; p =
0.868) (see Fig. 3). On the other hand, both WT and SOD mice subjected to an acute stress
tended to show lower escape latencies during the first trial, although non statistically significant
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(WT stressed: 42.65 £ 12.81 s; p = 0.274 and SOD stressed: 42.08 + 12.70 s; p = 0.142) (see
Fig. 3). This could be explained by the hyperactivity observed in acute stressed animal during
trials, they moved faster but covered the same distance to reach the hole. Similar distances were

indeed recorded between control and stressed animal regardless of genotype (p > 0.05 in both

cases).
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Figure 3. Acquisition phase during the Barnes test. (A) First, third and last trials escape latencies
among groups. The escape latency decreased along trials for all groups, thus the escape box location
was learned during acquisition. PNS had no effect on escape latency. Both WT and SOD stressed
animals exhibit a non-significant decrease of escape latency. (B) Representative example of a WT
mouse path from the first trial (up) vs the last trial (below). Arrow shows the escape box location. Data
are shown as mean + SEM. * p < 0.05 comparing trial 1 vs trial 6 (significant within each group).

During the probe test, two strategies were evaluated: the used of either of a spatial or a
cue strategy. The analysis of time spent in the area around the target holes showed that WT
mice spent more time around the “place hole” compared to the “cue hole”, revealing a preferred
spatial memory strategy to retrieve the shelter (Place: 37.82 £ 5.10 % vs. Cue: 8.75 £ 2.49 %;
p = 0.005, see Fig. 4). SOD mice also exhibit a preference for spatial solution (Place: 23.46 £
3.50 % vs. Cue: 8.69 £ 2.84 %; p = 0.028), however they spend significantly less time around
the place hole than WT mice (U = 15.0, z = -2.45, p = 0.013), suggesting an impairment of

spatial memory (Fig. 4).

143



PNS altered spatial memory in WT mice and seems to favour cue strategy. No
significant difference was found regarding the spent time around place and cue holes (Place:
29.52 £5.59 % vs. Cue: 15.49 + 5.03 %; p = 0.248). SOD PNS mice presented a similar profile
than the SOD animals, with a slightly higher time spent in the place hole area (Place: 23.94 +
3.51 % vs. Cue: 13.81 + 3.97 %; p = 0.041) (Fig. 4).

Finally, acute stress also impaired retrieval in both WT and SOD mice. Despite stressed
WT still favoured the spatial memory strategy over the cue strategy (Place: 16.77 £ 4.0 % vs.
Cue: 3.63 = 1.34 %; p = 0.028), they spent less time around the place hole than non stressed
WT animals (U = 13.0, z = -2.39, p = 0.016). Moreover, SOD stressed mice spent the same
amount of time around both place and cue holes (Place: 15.75 £ 5.54 % vs. Cue: 15.08 + 3.13
%; p = 0.893) (Fig. 4).
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Figure 4. Stress influence on spatial learning during the Barnes probe test. (A) Total time spent
around place hole and cue hole. WT mice spent more time around the place hole compared to the
cue hole revealing a spatial learning. SOD mice exhibited the same behaviour but spent less time in
place hole area compared to WT. PNS impaired spatial learning in WT but not in SOD mice. Acute
stress altered spatial learning in WT mice which spent less time around place hole, and in SOD mice
which did not express spatial strategy. (B) Representative example path of a mouse exhibiting a
spatial strategy (WT mouse, black) and of an animal which did not express any preference between
place and cue holes (SOD stressed mouse, blue). Data are shown as mean + SEM. * p < 0.05, ** p
< 0.01; # p <0.05, ## p < 0.01 comparing place vs cue within groups.
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3.3- Motor coordination evaluation

Mice learned to cross the beams and improved their performance over the 3 trials during

training. Result showed in all groups a decreasing in the time to cross the 10 mm square beam,
from the first to the third trial session (p < 0.05 in all cases) and as a whole, rapidly adapt to 15
mm round beam.
However, despite WT and SOD animals presented a similar training evolution, SOD mice took
slightly longer times to cross the 8 mm square beam (significant for the second trial: WT: 4.73
+ 0.36 s vs. SOD: 6.75 + 0.88 s; U = 84.5, z = -2.015, p = 0.043). see Fig. 5. As difficulties
increase, PNS animals keep higher latencies to cross the beams with significance differences
on second and third trials for the 15 mm round beam as compared to their non-stressed
counterparts (2" trial, WT: 3.50 + 0.18 s vs. WT PNS: 5.44 + 0.85, U = 36.5, z = -2.93, p =
0.002 and SOD: 3.98 + 0.30 s vs. SOD PNS: 5.41 + 0.78, U = 50.0, z = -1.99, p = 0.048 ; 3"
trial, WT: 3.52 £ 0.24 svs. WT PNS: 7.14 £ 1.07, U = 38.0, z = -2.86, p = 0.003 and SOD: 3.61
+0.26 svs. SOD PNS: 6.99 + 1.47 s, U =56.5, z = -2.12, p = 0.033, see Fig. 5).

During the retention test phase, there was no difference between WT and SOD groups
regarding the time to cross the beams, regardless of its shape or diameter (Mann Whitney, p >

0.05 in each case, Fig. 6).

—O— WT (N = 18)
O WTPNS (N =11)
—A— SOD (N = 13)
—A— SOD PNS (N = 13)

20 4

Time to cross the beam (s)
>

Trials Trials Trials

Figure 5. Training phase of the beam test. All mice improved their performance over trials. Both
WT PNS and SOD animals exhibited higher times to cross the 15 mm round beam during the second
and last trials. Squares and rounds associated with numbers above each graph represent the shape
and thickness of the corresponding beam. Data are shown as mean + SEM. ** p < 0.01 comparing
WT vs WT PNS and # p < 0.05 comparing SOD vs SOD PNS. & p < 0.05 comparing WT vs SOD.
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In contrast, WT PNS animals exhibit lower performance with higher mean times to cross
the beam than their WT counterparts, which was significant for the 8 mm square beam (WT:
4.27 + 0.45 s vs WT PNS: 6.29 + 0.68; U = 23.5, z = -2.22, p = 0.024). SOD PNS mice also
displayed higher times to cross all beams, however it did not reach significant level (p > 0.05
for all beams, see Fig. 6).

Finally, acute stress given before the retention had no significant effect on performance
accuracy in WT nor in SOD animals, regardless of the beam characteristics (p > 0.05 in all
cases, see Fig. 6).

WT (N =9)

WT stressed (N = 8)
WTPNS (N=11)
SOD (N=7)

SOD stressed (N = 6)
SOD PNS (N =13)

12 -

L

oo
]

Time to cross the beam (s)
»

Figure 6. Test phase of the beam test. No difference was observed between WT and SOD animals
regarding their motor performance. WT PNS animals expressed higher times to cross the beam
compared to WT (significant for the 8 mm square one). Despite a tendency for SOD PNS animals to
exhibit higher times to cross the beam compared to SOD mice, it was not significant. Acute stress did
not influence motor performance regardless of the beam in WT and SOD mice. Squares and rounds
associated with numbers below each grouped bars represent the shape and thickness of the
corresponding beam. Data are shown as mean + SEM. * p < 0.05 comparing WT vs WT PNS.
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Finally, a correlative study was conducted in all mice, in order to determine whether
anxiety-like behaviour impacted motor and/or cognitive performances. This analysis showed
that anxiety-like levels were not correlated with crossing time during the beam test (p > 0.05
for each beam and trial), neither with the time spent in areas around the “place” or “cue” holes

in the Barnes maze (p > 0.05 in both cases).

3.4- Amyotrophic Lateral Sclerosis evolution

3.4.1- Muscular strength

All WT groups (non stressed, WT stressed and WT PNS) exhibited the exact same
performance, thus they were pooled together for subsequent analyses. The decline in muscular
strength began at week 13 (P94), with a mean motor symptoms onset of 104.3 + 2.8 days in
SOD animals, which lead to a significant decrease in maximum time latency to fall from the
grid compared to WT performance (week 16: p < 0.001; week 17: p < 0.001, see Fig. 7).
However, while SOD stressed animals were significantly less performant than WT from week
16 (week 16: p =0.018; week 17: p < 0.001, see Fig. 7), SOD PNS were significantly weaker a
week sooner (week 15: p =0.003; week 16: p =0.001; week 17: p <0.001, see Fig. 7). However,
all SOD groups exhibited a similar motor symptoms evolution despite a tendency to present

higher motor impairments in PNS animals (p > 0.05 regarding all time points, see Fig. 7).

Figure 7. Hanging-wire grid test in SOD and
WT animals. Motor symptoms onset was
observed at week 13 in SOD mice. Acute stress

60

50 4

—0— WT
—&— SOD

40 - —— SOD stressed
—&— SOD PNS

Age (weeks)

3.4.2- Body weight and survival

had no impact on SOD motor performance.
While SOD PNS tended to present lower
latencies to fall from the grid, it was no
significant. However, SOD PNS animals
reached a significant lower performance sooner
at week 15 compared to SOD non-stressed
animals. All WT were pooled together. *** p <
0.001 comparing WT vs SOD; ## p < 0.05, ###
p < 0.001 comparing WT vs SOD stressed; oa p
< 0.05, ooo p < 0.001 comparing WT vs SOD
PNS.

Kaplan-Meier survival comparisons did not reveal any difference between SOD animals
and SOD PNS mice regarding their mean life span, neither between SOD and SOD stressed
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animals (SOD: 130.2 £+ 4.3 days v.s. SOD stressed: 130.4 £ 3.5 days and v.s. SOD PNS: 129.5
+ 2.6 days; p > 0.05 in both cases) (Fig. 8A).

All WT animals increased their weight as function of time (F[1.7826.747 = 17.13, p <
0.001), with no impact of acute stress nor PNS (p > 0.05 in both cases). SOD animals reached
their maximum weight around week 13 before starting to lose weight concomitantly with
symptoms onset, compared to WT animals (Fj1.44) = 19.18, p < 0.001). As for WT mice, no

incidence of acute stress nor PNS was noted (p > 0.05 in both cases) (Fig. 8B).

100 - 36 —O— WT (N =10)
—@— WT stressed (N = 9)
90 © WTPNS (N=11)
34 A —A— SOD (N=10)
80 1 —&— SOD (N=10) —&— SOD stressed (N = 8)
—&— SOD stressed (N = 8) —A— SODPNS (N = 14)

70 —A— SOD PNS (N = 14) 32 9
3 60 =)
Ei, £ 304 5
g 50 E
Z [=2]
5 | © 28 ¥
@ 40 = %

30

26 -
20
10 4 24 4
0 A
r T T T T T T T T T T 1 22 4 ¢ T T T T T T T 1
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Age (weeks) Age (weeks)

Figure 8. Survival rates and body weight measurements over time. (A) Survival percentages
comparisons between SOD, SOD stressed and SOD PNS animals. No difference was found among
the three groups regarding their lifespan. (B) Weight evolution of WT and SOD mice. WT mice gain
weight over time while SOD animals began to lose weight around 13 week of age. Neither acute stress
nor PNS induced significant changes in both WT and SOD mice. Data are shown as mean + SEM. ***
p < 0.001 comparing WT groups vs SOD groups.

Globally, presymptomatic SOD mice exhibited non-motor impairments such as higher
anxiety-like behaviour compared to WT mice, along with spatial memory deficit evaluated by
the Barnes test. They did not express motor performance alteration during the beam test, despite
a slight slower learning on the most difficult beam. PNS did not influence basal anxiety level
in both WT and SOD animals. However, WT PNS animals showed spatial memory alteration
along with motor performance impairment. SOD PNS mice express a profile similar to the SOD
non stressed animals regarding spatial learning, but exhibited motor learning deficits. Acute
restraint stress impaired spatial learning in both WT and SOD mice, but had no impact on motor
performance. Finally, while SOD PNS mice tended to present motor symptoms earlier than
SOD non stressed animals, neither acute nor prenatal stress significantly influenced ALS

survival in symptomatic SOD mice.
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4- Discussion

The aim of this study was to supplement our previous findings, by determining whether
stress-induced aberrant plasticity in the M1 of SOD ©°A mice model of ALS was associated
with distinct behavioural consequences. To this end, we evaluated the impact of both prenatal
and acute stress on motor and cognitive functions of adult mice, along with their influence on

ALS disease progression in the SOD mice.

4.1- Anxiety-like behaviour

To ensure that performances in the different tasks were not related to anxiety level, we
measure anxiety state in an elevated plus maze. We showed that presymptomatic SOD mice
exhibited a higher anxiety-like behaviour than WT mice, which is in accordance with previous
investigations conducted in this ALS model (Kreilaus et al., 2020; Quarta et al., 2015). In
addition, PNS did not further increase anxiety-like behaviour in either WT or SOD animals.

Studies have shown that GABAergic alterations in the limbic system are associated with
anxiety disorders (Babaev et al., 2018; Kalueff and Nutt, 2007). Along with that, similar
GABAergic dysfunction in the motor network was reported in presymptomatic SOD mice
(Gunes et al., 2020a). It is therefore not excluded that this early GABAergic dysfunction may
underly higher anxiety level in SOD animals.

The fact that PNS did not alter anxiety-like behaviour in both WT and SOD animals was
reported elsewhere, however it is not a pervasive finding. Data from literature in mice on this
topic are inconsistent, showing increase (Akatsu et al., 2015; Y.-A. Lee et al., 2016; Miyagawa
et al., 2011) or no effect (Miyagawa et al., 2011; Nishio et al., 2006; Pallarés et al., 2007) in
anxiety-like behaviour following PNS. In these studies, different protocols varying by their

intensity, duration and timing were used and may account for the discrepancies.

4.2- cognitive learning

4.2.1- Differences between WT and SOD mice

In the Barnes test, all WT and SOD groups learned to find the escape box, suggesting
no deficit in acquisition of the task. In acute stress animal, we even recorded a decrease in
escape latency. This was not associated with better learning strategy, or a reduction in distance
covered to reach the hold, but was rather explained by the hyperactivity observed in these mice

during trials, regardless of genotype.
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During the retrieval phase, animals may find the escape hole using either a spatial or a
cue strategy. This test has been proposed to reveal deficits in hippocampal and striatal function.
In fact, there is a cooperative but somehow negative functional relationship between
hippocampal and striatal memory systems. Mishkin and Petri (1984) suggested that the striatum
mediates a “less cognitive and less flexible” form of memory termed “cue learning” (Mishkin
et al., 1984; Packard and Knowlton, 2002; White, 1997), while the hippocampus will mediate
a “cognitive flexible memory” evaluate in mice with a spatial learning strategy. The
cooperation of this two systems implies that during learning mice may reach their goal by
referring to a cue while forming a spatial map of the environment (Lee et al., 2008; Poldrack
and Packard, 2003). During retention test, mice are able to solve the task using either memory
system, and deficit will be detected when the test situation includes competing responses
(McDonald and White, 1994; Packard and Wingard, 2004).

Here, WT animals chose a spatial learning strategy over a cue strategy in order to
retrieve the escape box. This implies a dominant involvement of the hippocampal function
during learning and retrieval. SOD however (all groups combine) spent less time searching
around the “place hole”, suggesting hippocampal-dependent memory impairment. Actually,
SOD seems to present striatal-dependent memory alterations as well, since there is little use of
cue strategy.

In presymptomatic SOD mice, spatial memory deficits have been found in a similar task
involving a Barnes maze (Quarta et al., 2015) as well as in a Y-maze paradigm (Kreilaus et al.,
2020). Such deficits are thought to be linked to interneurons loss and synaptic dysfunction in
the hippocampus (Quarta et al., 2015; Rei et al., 2020). Half of ALS patients present behavioural
and/or cognitive impairment (Ringholz et al., 2005; Wheaton et al., 2007), and around 15 %
reach the criteria of an additional diagnosis of frontotemporal dementia (FTD) (Robberecht and
Philips, 2013). Both conditions are thought to be two opposite ends of a common disorder
spectrum, and cognitive deterioration in the context of ALS is not surprising as both diseases
share common genetic mutations, such as C9orf72 repeat expansion or TBK1, VCP and
TARDBP gene mutations, and/or similar pathological molecular processes, such as protein
aggregation (Nguyen et al., 2018; Strong et al., 2017; Verma, 2014).

4.2.2- Stress influence on cognitive functions

All PNS groups displayed altered spatial memory, while not always consistent (Akatsu
et al., 2015), it remains a common finding in mice (Benoit et al., 2015; Ishiwata et al., 2005;
Y.-A. Lee et al.,, 2016; Son, 2006). Spatial cognitive deficits after PNS also rely on
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dysfunctional hippocampal circuits and often correlates with a decrease in spine density
(Ishiwata et al., 2005) and impaired LTP and LTD (Son, 2006). Since SOD animals already
present heavy hippocampus dysfunction and subsequent strong memory alteration, it may be
difficult to observe additional stress-induced deficits in these animals, which could explain the
lack of significant PNS influence on spatial memory here.

In addition, and in accordance with previous studies (Cazakoff et al., 2010), we also
found an impact of acute stress on spatial learning in WT and SOD animals. However, in
paradigms where both spatial and cued memories can be recruited, acute stress has been shown
to promote a shift from hippocampal memory toward striatal memory (Goldfarb and Phelps,
2017). Indeed, stressful events are potent modulators of striatum—hippocampus interactions.
They challenge the use of cognitive/spatial forms of learning and favour instead habit/cue
learning (Schwabe et al., 2007). In our study, acute stress did not promote that shift, but seems
to impact both spatial and cue strategies, especially in SOD mice. This may be due to our stress
protocol which could have been too strong to allow us to witness such memory shift. Moreover,
ALS patients and SOD mice present striatal function deficits, which could also explain the
absence of memory shift in these animals (Bede et al., 2013; Fogarty et al., 2017; Rossi et al.,
2010; Wakabayashi et al., 2001).

It is important to note that deficits in spatial and cue memory performances were not the
result of high anxiety, activity, or motor disabilities in SOD. Thus, impairments reflect true

alterations in spatial and cue navigation.

4.3- Motor assessment

4.3.1- Differences between WT and SOD mice

Presymptomatic SOD animals displayed a similar learning profile than WT during the
beam training, except for the most challenging beam, where they spent slightly more time to
cross the beam (significant for the 2" trial only). One possibility is that WT accommodated
faster than SOD mice on the most challenging beam, reflected by the decrease in time to cross
this beam between the first and second trials, which is stronger in WT than in SOD mice. They
however presented similar motor performance than WT mice during the beam test. As
previously reported, changes in plasticity within M1 are involved in motor-related learnings
(Butefisch et al., 2000; Chen et al., 2015; Costa et al., 2004; Dayan and Cohen, 2011; Karni et
al., 1995; Monfils et al., 2005), and are dependent on the efficacy of inhibitory transmission
(Butefisch et al., 2000; Chen et al., 2015).
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SOD mice are known to present early cortical inhibition deficits (Brunet et al., 2020) and we
previously showed that the M1 network of presymptomatic SOD animals (~P70) was more
excitable as compared to WT mice (Mazurie et al. in preparation). At presymptomatic stage,
increase excitability in M1 may be one of the compensatory mechanisms occurring along the
course of the disease to ensure correct global motor functions, and meet the
task demand during motor learning. However, such compensatory mechanisms may show less
efficacy in tasks requiring more fine motor control, which could explain the slight slower
learning process observed in SOD mice regarding the most challenging beam.

Moreover, since SOD mice exhibited higher anxiety-like behaviour than WT mice, a
parameter which is closely linked to balance control (Balaban and Thayer, 2001; Lepicard et
al., 2000, 2003), it cannot be ruled out that it may spearhead the observed higher latencies to
cross the most challenging beam during training. However, the correlative study conducted in
all mice showed that higher anxiety-like levels were not correlated with longer crossing time,

suggesting it may not influence the motor performance in this particular task.

4.3.2- Stress influence on motor coordination

Studies who evaluate the impact of stress often reported impaired motor learning in
Rodents following PNS. Patin et al. (2004) observed that PNS delayed motor development in
rat pups, which, according to these authors, may result from maturation alteration of neuronal
structures involved in motor functions. Interestingly the delay in motor development was more
severe following a repeated PNS over several gestation days compared to a single time PNS,
highlighting the probable influence of PNS protocol parameters on its outcomes. Moreover,
Canu et al. (2007) demonstrated that PNS potentiated the impairment of motor adaptation in
adult rats exposed to simulated microgravity. In accordance with these studies, we showed here
that WT PNS and SOD PNS animals displayed lower performance during motor coordination
assessment. However, motor deficits following PNS were more pronounced during the training
phase than during the actual test, especially in SOD mice. Analogous to our results, Jafari et al.
(2017) showed on a similar beam walking test task, increases of the time needed to cross the
beam in 2 months old mice subjected to a PNS, although non-significant.

Together, these data suggest that here, PNS may have a greater influence on motor
function during motor learning processes, defined as the acquisition of a motor skill, rather than
pure motor execution as the realization of a movement, and/or recall of a motor memory. This
may be due to the prominent role of M1 in motor-related learnings, especially in the retention

of a new motor memory along with subsequent involvement in early stages of consolidation
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process (Bhattacharjee et al., 2021). This hypothesis is in line with our previous results showing
impaired long- and short-term plasticity in PNS, as well as opposite plasticity profile along the
dorsoventral axis of M1 (superficial vs. deeper layer) (Mazurie at al., in preparation). These
changes may be a plausible mechanism behind such motor impairment during motor learning.

One study conducted in mice showed on the contrary improvement of motor
coordination following late pregnancy maternal stress (Pallarés et al., 2007), highlighting that
PNS does not inevitably lead to detrimental consequences. Such improvement, was observed
in male animals at 1 month of age but not 2 months, which suggests an age-dependant effect of
PNS on motor function. Interestingly, Lussier and Stevens (2016) showed age-dependent
variations in the ratios of INs population within the hippocampus and frontal cortex of mice
after PNS induction. Similar age-dependant variations may occur within M1 with subsequent
changes in inhibitory tone and susceptibility to PNS.

Another possible mechanism on how stress could influence motor performance is
through the action of glucocorticoid hormones. In the brain, glucocorticoid hormones bind to
mineralocorticoid receptor (MR) and glucocorticoid receptor (GR), triggering a variety of
cellular, molecular, and functional actions (de Kloet, 2022). Glucocorticoids are potent
modulators of cognitive processes, such as learning, memory, and retrieval (Jadavji et al.,
2011). MRs are high-affinity receptors expressed mainly in limbic areas while the low-affinity
GRs are ubiquitously expressed throughout the brain (Reul et al., 1987). MRs has been
proposed to exert tonic actions while GRs will be activated mainly after stress and may
contribute to negative feedback on enhanced HPA axis activity and in stress-related adaptation
and memory formation (Reul et al., 1987).

The fact that both MRs and GRs has been reported in M1 suggests that glucocorticoids could
directly affect motor control and learning. Interestingly, corticosterone treatment of infant mice
was shown to affect several motor structures including the cerebellum (Howard, 1968) and to
reduce the ability in these mice to remain on a rotating bar as adults (Howard and Granoff,
1968). Our previous work showing an increase reactivity of the HPA axis in PNS mice
confirming an impact of glucocorticoids on this learning task (Mazurie et al., in preparation).

Acute stress however seems to challenge differently the motor system. No impact of
acute restraint stress was observed on motor performance of both WT and SOD animals during
the beam test. Contrasting results were reported by Prévot et al. (2017) who showed that mice
which underwent an acute stress 15 min before retention testing presented significantly higher
times to cross the most challenging beams. However, while the latter study induced stress via a
mild unescapable foot-shocks, we used a strong 45-minute restraint protocol, which could

explain the discrepancy between the two results. As reported with steroid hormones (Andersen
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et al., 2004), different stress modalities may result in distinct level of stress hormone
glucocorticoid, with distinct consequences on performances. This is reminiscent of the inverted-
U shape relationship between corticosterone and learning proposed by Yerkes and Dodson
(1908), and widely accepted today (Mateo, 2008).

The absence of acute stress influence could be in line with the hypothesis that stress-induced
synaptic plasticity changes may have greater influence on motor learning processes, since acute
stress was induced the next day following the training phase and thus after the M1-dependant
retention step of motor learning. Additional experiments delivering stress before training are
however needed in order to confirm this hypothesis. Another eventuality regarding this lack of
behavioural difference may lies on the considerable capability of motor circuits in mice to
compensate (Blizzard et al., 2011; Méndez and Bacci, 2011). Moreover, connectivity between
cortex and spinal cord in mice does not occur through direct monosynaptic connections as it is
the case in humans (Lemon, 2008) and study conducted in mice lacking corticospinal
projections showed that mice motor network are highly plastic (Han et al., 2015). Together,
these data lead to the hypothesis that motor pathways’ ability to compensate in mice may also
explain the absence of stress-related motor impairment. Introducing further task difficulties
may likely help highlight deficits.

Our previous studies highlighted different plasticity changes in M1, following the
stimulation of the contralateral M1, between WT stressed and SOD stressed animals and
between WT PNS and SOD PNS mice. In WT, stress (acute or prenatal) tends to increase the
M1 excitability and activity, while it tends to promote M1 inhibition in SOD animals. These
differences between stressed animals (acute or prenatal) were more prominent in the deeper
cortical layers (Mazurie at al., in preparation), where are located the motor neurons which
contribute to the corticospinal pathway and movement execution. Thus, plasticity changes in
these layers may trigger distinct behavioural consequences. Yet here, no motor behavioural
difference was observed between WT stressed and SOD stressed animals or between WT PNS
and SOD PNS. One possibility is that stress-induced plasticity changes in M1 do not influence
motor-related behaviours. However, increase in M1 excitability has been related to motor-
related learnings (Coxon et al., 2014; Kolasinski et al., 2019; Maruyama et al., 2021). Thus, in
WT, stress may facilitate motor learnings in order to quickly ensure correct behavioural strategy
establishment during a situation perceived as threatening. Yet, SOD animals expressed a
decrease in M1 excitability following stress. These animals are characterized by inhibitory and
excitatory transmissions deficiency, leading to cortical hyperexcitability (Brunet et al., 2020;

Gunes et al., 2020b). It is possible that appropriate behavioural motor strategies establishment
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following stress lies on a specific excitability state of M1. This would explain the decrease in
its excitability regarding SOD stressed animals, whose cortex is already hyperexcitable. As an
adaptive process, stress may trigger excitability-dependant homeostatic plasticity changes in
M1, in order to reach the ideal excitability state to ensure correct behavioural response, which
may explain the lack of behavioural differences between stressed animals.

Finally, despite this hypothesis that stress may promote adapted behavioural responses
to threats, PNS was related to detrimental outcomes regarding motor performance. It may be
explained by the fact that while acute stress is transient by definition and induces physiological
responses, it may not be the case for PNS. Long-lasting excitability and plasticity changes in
M1 following PNS may be deleterious for cortical neurons. Moreover, despite similar plasticity
changes following acute or prenatal stress, underlying cellular and molecular mechanisms may

be distinct.

4.4- Amyotrophic Lateral Sclerosis progression

SOD mice exhibited an average lifespan of 130.2 + 4.3 days. The onset of weight loss
was observed parallel to the onset of motor symptoms assessed by the hanging wire grid test
was observed at 104.3 + 2.8 days. These disease features are in accordance with previous studies
among SOD1%%*A mice, with however variations that could be explained by endpoints criteria

and measurements differences (Golini et al., 2019; Solomon et al., 2011; Tungtur et al., 2021).

Acute stress did not impact either survival or motor function. PNS on the contrary,
although not significant, seem to accelerate motor decline, as seen in the slight worsening of
motor symptoms evolution. As previously discussed, PNS paradigm features may be an
important factor on long-lasting effects. Early life stage is a pivotal period of developmental
cortical plasticity, thus characteristics of the early life stress and its occurrence may dictate it
long term consequence on survival and motor function. Also, it is not excluded that an

additional stress in adulthood may have exacerbated the impact of previous life experience.

As for motor function, it is also possible that the hanging wire grid test used in this study
may not be sharp enough to detect PNS or acute stress-induced significant motor impairments.
Moreover, the stress paradigm we used might have been too weak to trigger long-lasting
changes and/or its potential long-lasting effects could not be seen on muscular strength as we
measured it. In accordance with this hypothesis, Miyagawa et al (2011), witnessed changes in

anxiety-like traits and serotoninergic neurons expression in the dorsal raphe nuclei of mice,
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depending on how they induced PNS. They used two different PNS protocols, a “weak” one (1
h restraint, once a day from E5.5 to E17.5), and a “strong” one (6 h restraint, once a day from
E5.5 to E17.5). Only the “strong PNS” appeared to trigger apparent long-lasting changes, such

as an increase in anxiety-like behaviour and in serotoninergic cells expression.

Finally, it has to be noted that SOD1%%%** with a high transgene copy number exhibit a
strong ALS phenotype with a quick disease evolution that may not be suitable to witness stress
influence on motor symptoms course. SOD1°%* model with low transgene copy number
present a slower disease progression (Molnar-Kasza et al., 2021) and may provide a better

model for studying stress impact on ALS early stages and development.

We did not address the influence of stress on motor function in female mice. The well-
known relationship between the HPA axis and gonadal hormones (Heck and Handa, 2019),
supposes a differential impact of stress in female compared to male. Moreover, female mice
exhibit slower ALS disease progression, suggesting a role of sex-hormone in ALS ongoing
course, thus placing female as an interesting model for studying stress-related effects on motor
function in SOD models (Kreilaus et al., 2020; Molnar-Kasza et al., 2021).

5- Conclusion

As a whole, our data showed that presymptomatic SOD mice without motor deficits
exhibited non-motor learning impairments compared to WT animals. The effect of stress
differed between acute and prenatal protocols: PNS did not influence basal anxiety regardless
of the genotype, it impaired spatial memory in WT but had no additional effect in SOD mice.
Moreover, PNS altered motor performance in both WT and SOD mice. An acute restraint stress
on the contrary induced only cognitive deficits in both WT and SOD mice, without impacting
motor function. Together with our previous finding showing differential impact of acute vs.
PNS on M1 synaptic plasticity, we suggest that changes in synaptic strength may be a relevant
mechanism for learning rather than retention or movement execution per se. Finally, only PNS
tended to precipitate motor symptoms onset in SOD animals, with however no strong incidence
on survival in symptomatic SOD mice.

Finally, based on our observations, we must also point out that the impact of stress on
survival and motor symptoms may also depend on animal housing condition. For group housing
we have used littermates that have been kept together since weaning. They were then separated

according to stressed condition and regardless of their genotype. However, as SOD weaken due
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to decrease in their weight and muscle strength, they became easy target of WT attacks. Further
study should not rule out this impact and try to reduce aggressiveness, which can also contribute

to hasten mortality, by co-housing mice with similar stress condition and genotype.

6- References

Abe, K., Aoki, M., Tsuji, S., Itoyama, Y., Sobue, G., Togo, M., Hamada, C., Tanaka, M., Akimoto, M., Nakamura,
K., Takahashi, F., Kondo, K., Yoshino, H., Abe, K., Aoki, M., Tsuji, S., [toyama, Y., Sobue, G., Togo, M., ...
Yoshino, H. (2017). Safety and efficacy of edaravone in well defined patients with amyotrophic lateral
sclerosis : A randomised, double-blind, placebo-controlled trial. The Lancet Neurology, 16(7), 505-512.
https://doi.org/10.1016/S1474-4422(17)30115-1

Akatsu, S., Ishikawa, C., Takemura, K., Ohtani, A., & Shiga, T. (2015). Effects of prenatal stress and neonatal
handling on anxiety, spatial learning and serotonergic system of male offspring mice. Neuroscience Research,
101, 15-23. https://doi.org/10.1016/j.neures.2015.07.002

Andersen, M. L., Bignotto, M., Machado, R. B., & Tufik, S. (2004). Different stress modalities result in distinct
steroid hormone responses by male rats. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 37(6),
791-797. https://doi.org/10.1590/S0100-879X2004000600003

Babaev, O., Piletti Chatain, C., & Krueger-Burg, D. (2018). Inhibition in the amygdala anxiety circuitry.
Experimental & Molecular Medicine, 50(4), 1-16. https://doi.org/10.1038/s12276-018-0063-8

Balaban, C. D., & Thayer, J. F. (2001). Neurological bases for balance—anxiety links. Journal of Anxiety Disorders,
15(1-2), 53-79. https://doi.org/10.1016/S0887-6185(00)00042-6

Bede, P., Elamin, M., Byrne, S., McLaughlin, R. L., Kenna, K., Vajda, A., Pender, N., Bradley, D. G., & Hardiman,
O. (2013). Basal ganglia involvement in amyotrophic lateral sclerosis. Neurology, 81(24), 2107-2115.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000437313.80913.2¢

Beeldman, E., Raaphorst, J., Klein Twennaar, M., de Visser, M., Schmand, B. A., & de Haan, R. J. (2016). The
cognitive profile of ALS : A systematic review and meta-analysis update. Journal of Neurology, Neurosurgery
& Psychiatry, 87(6), 611-619. https://doi.org/10.1136/jnnp-2015-310734

Benoit, J. D., Rakic, P., & Frick, K. M. (2015). Prenatal stress induces spatial memory deficits and epigenetic
changes in the hippocampus indicative of heterochromatin formation and reduced gene expression.
Behavioural Brain Research, 281, 1-8. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2014.12.001

Bhattacharjee, S., Kashyap, R., Abualait, T., Annabel Chen, S.-H., Yoo, W.-K., & Bashir, S. (2021). The Role of
Primary Motor Cortex : More Than Movement Execution. Journal of Motor Behavior, 53(2), 258-274.
https://doi.org/10.1080/00222895.2020.1738992

Blizzard, C. A., Chuckowree, J. A., King, A. E., Hosie, K. A., McCormack, G. H., Chapman, J. A., Vickers, J. C.,
& Dickson, T. C. (2011). Focal Damage to the Adult Rat Neocortex Induces Wound Healing Accompanied by
Axonal Sprouting and Dendritic  Structural Plasticity. Cerebral Cortex, 21(2), 281-291.
https://doi.org/10.1093/cercor/bhq091

Bozzoni, V. (2016). Amyotrophic lateral sclerosis and environmental factors. Functional Neurology.
https://doi.org/10.11138/FNeur/2016.31.1.007

Brunet, A., Stuart-Lopez, G., Burg, T., Scekic-Zahirovic, J., & Rouaux, C. (2020). Cortical Circuit Dysfunction
as a Potential Driver of Amyotrophic Lateral Sclerosis. Frontiers in Neuroscience, 14, 363.
https://doi.org/10.3389/fnins.2020.00363

Butefisch, C. M., Davis, B. C., Wise, S. P., Sawaki, L., Kopylev, L., Classen, J., & Cohen, L. G. (2000).
Mechanisms of use-dependent plasticity in the human motor cortex. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 97(7), 3661-3665. https://doi.org/10.1073/pnas.97.7.3661

Canu, M. H., Darnaudéry, M., Falempin, M., Maccari, S., & Viltart, O. (2007). Effect of hindlimb unloading on
motor activity in adult rats: Impact of prenatal stress. Behavioral Neuroscience, 121(1), 177-185.
https://doi.org/10.1037/0735-7044.121.1.177

Cazakoff, B. N., Johnson, K. J., & Howland, J. G. (2010). Converging effects of acute stress on spatial and
recognition memory in rodents : A review of recent behavioural and pharmacological findings. Progress in
Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry, 34(5), 733-741.
https://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2010.04.002

Chen, S. X,, Kim, A. N., Peters, A. J., & Komiyama, T. (2015). Subtype-specific plasticity of inhibitory circuits
in  motor cortex during motor learning.  Nature  Neuroscience, 18(8), 1109-1115.
https://doi.org/10.1038/nn.4049

Chio, A., Logroscino, G., Traynor, B. J., Collins, J., Simeone, J. C., Goldstein, L. A., & White, L. A. (2013).
Global Epidemiology of Amyotrophic Lateral Sclerosis: A Systematic Review of the Published Literature.
Neuroepidemiology, 41(2), 118-130. https://doi.org/10.1159/000351153

157



Costa, R. M., Cohen, D., & Nicolelis, M. A. L. (2004). Differential Corticostriatal Plasticity during Fast and Slow
Motor Skill Learning in Mice. Current Biology, 14(13), 1124-1134. https://doi.org/10.1016/j.cub.2004.06.053

Coxon, J. P., Peat, N. M., & Byblow, W. D. (2014). Primary motor cortex disinhibition during motor skill learning.
Journal of Neurophysiology, 112(1), 156-164. https://doi.org/10.1152/jn.00893.2013

Dallé, E., & Mabandla, M. V. (2018). Early Life Stress, Depression And Parkinson’s Disease : A New Approach.
Molecular Brain, 11(1), 18. https://doi.org/10.1186/s13041-018-0356-9

Dayan, E., & Cohen, L. G. (2011). Neuroplasticity Subserving Motor Skill Learning. Neuron, 72(3), 443-454.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2011.10.008

de Kloet, E. R. (2022). Brain mineralocorticoid and glucocorticoid receptor balance in neuroendocrine regulation
and stress-related psychiatric etiopathologies. Current Opinion in Endocrine and Metabolic Research, 24,
100352. https://doi.org/10.1016/j.coemr.2022.100352

de Kort, A. R., Joosten, E. A, Patijn, J., Tibboel, D., & van den Hoogen, N. J. (2021). Neonatal procedural pain
affects state, but not trait anxiety behavior in adult rats. Developmental Psychobiology, 63(8).
https://doi.org/10.1002/dev.22210

Donato, F., Rompani, S. B., & Caroni, P. (2013). Parvalbumin-expressing basket-cell network plasticity induced
by experience regulates adult learning. Nature, 504(7479), 272-276. https://doi.org/10.1038/nature12866

Fogarty, M. J., Mu, E. W. H., Lavidis, N. A., Noakes, P. G., & Bellingham, M. C. (2017). Motor Areas Show
Altered Dendritic Structure in an Amyotrophic Lateral Sclerosis Mouse Model. Frontiers in Neuroscience, 11,
609. https://doi.org/10.3389/fnins.2017.00609

Gellner, A.-K., Sitter, A., Rackiewicz, M., Sylvester, M., Philipsen, A., Zimmer, A., & Stein, V. (2022). Stress
vulnerability shapes disruption of motor cortical neuroplasticity. Translational Psychiatry, 12(1), 91.
https://doi.org/10.1038/s41398-022-01855-8

Goldfarb, E. V., & Phelps, E. A. (2017). Stress and the trade-off between hippocampal and striatal memory.
Current Opinion in Behavioral Sciences, 14, 47-53. https://doi.org/10.1016/j.cobeha.2016.11.017

Golini, E., Rigamonti, M., lannello, F., De Rosa, C., Scavizzi, F., Raspa, M., & Mandillo, S. (2019). A non-invasive
digital biomarker for the detection of rest disturbances in the SOD1G93A mouse model of ALS [Preprint].
Neuroscience. https://doi.org/10.1101/2019.12.27.889246

Gunes, Z. 1., Kan, V. W. Y., Ye, X., & Liebscher, S. (2020a). Exciting Complexity : The Role of Motor Circuit
Elements in ALS Pathophysiology. Frontiers in Neuroscience, 14, 573.
https://doi.org/10.3389/fnins.2020.00573

Gunes, Z. 1., Kan, V. W. Y, Ye, X., & Liebscher, S. (2020b). Exciting Complexity : The Role of Motor Circuit
Elements in ALS Pathophysiology. Frontiers in Neuroscience, 14, 573.
https://doi.org/10.3389/fnins.2020.00573

Gurney, M. E., Pu, H., Chiu, A. Y., Dal Canto, M. C., Polchow, C. Y., Alexander, D. D., Caliendo, J., Hentati, A.,
Kwon, Y. W., & Deng, H. X. (1994). Motor neuron degeneration in mice that express a human Cu,Zn
superoxide  dismutase = mutation.  Science  (New  York, N.Y.), 264(5166), 1772-1775.
https://doi.org/10.1126/science.8209258

Han, Q., Cao, C., Ding, Y., So, K.-F., Wu, W., Qu, Y., & Zhou, L. (2015). Plasticity of motor network and function
in the absence of corticospinal projection. Experimental  Neurology, 267, 194-208.
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2015.03.008

Heck, A. L., & Handa, R. J. (2019). Sex differences in the hypothalamic—pituitary—adrenal axis’ response to stress :
An important role for gonadal hormones.  Neuropsychopharmacology, 44(1), 45-58.
https://doi.org/10.1038/s41386-018-0167-9

Hoeijmakers, L., Ruigrok, S. R., Amelianchik, A., Ivan, D., van Dam, A.-M., Lucassen, P. J., & Korosi, A. (2017).
Early-life stress lastingly alters the neuroinflammatory response to amyloid pathology in an Alzheimer’s
disease mouse model. Brain, Behavior, and Immunity, 63, 160-175. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2016.12.023

Howard, E. (1968). Reductions in size and total DNA of cerebrum and cerebellum in adult mice after
corticosterone treatment in infancy. Experimental Neurology, 22(2), 191-208. https://doi.org/10.1016/0014-
4886(68)90051-4

Howard, E., & Granoff, D. M. (1968). Increased voluntary running and decreased motor coordination in mice after
neonatal corticosterone implantation. Experimental Neurology, 22(4), 661-673. https://doi.org/10.1016/0014-
4886(68)90155-6

Ishiwata, H., Shiga, T., & Okado, N. (2005). Selective serotonin reuptake inhibitor treatment of early postnatal
mice reverses their prenatal stress-induced brain dysfunction. Neuroscience, 133(4), 893-901.
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2005.03.048

Jadavji, N. M., Supina, R. D., & Metz, G. A. (2011). Blockade of Mineralocorticoid and Glucocorticoid Receptors
Reverses Stress-Induced Motor Impairments. Neuroendocrinology, 94(4), 278-290.
https://doi.org/10.1159/000329988

Jafari, Z., Mehla, J., Kolb, B. E., & Mohajerani, M. H. (2017). Prenatal noise stress impairs HPA axis and cognitive
performance in mice. Scientific Reports, 7, 10560. https://doi.org/10.1038/s41598-017-09799-6

158



Joéls, M., Karst, H., Krugers, H. J., & Lucassen, P. J. (2007). Chronic stress: Implications for neuronal
morphology, function and neurogenesis. Frontiers in  Neuroendocrinology, 28(2-3), 72-96.
https://doi.org/10.1016/j.yfrne.2007.04.001

Kalueff, A. V., & Nutt, D. J. (2007). Role of GABA in anxiety and depression. Depression and Anxiety, 24(7),
495-517. https://doi.org/10.1002/da.20262

Karni, A., Meyer, G., Jezzard, P., Adams, M. M., Turner, R., & Ungerleider, L. G. (1995). Functional MRI
evidence for adult motor cortex plasticity during motor skill learning. Nature, 377(6545), 155-158.
https://doi.org/10.1038/377155a0

Kida, H., Tsuda, Y., Ito, N., Yamamoto, Y., Owada, Y., Kamiya, Y., & Mitsushima, D. (2016). Motor Training
Promotes Both Synaptic and Intrinsic Plasticity of Layer 11/111 Pyramidal Neurons in the Primary Motor Cortex.
Cerebral Cortex, 26(8), 3494-3507. https://doi.org/10.1093/cercor/bhw134

Kolasinski, J., Hinson, E. L., Divanbeighi Zand, A. P., Rizov, A., Emir, U. E., & Stagg, C. J. (2019). The dynamics
of cortical GABA in human motor learning. The Journal of Physiology, 597(1), 271-282.
https://doi.org/10.1113/JP276626

Kreilaus, F., Guerra, S., Masanetz, R., Menne, V., Yerbury, J., & Karl, T. (2020). Novel behavioural characteristics
of the superoxide dismutase 1 G93A (SOD1 ®%** ) mouse model of amyotrophic lateral sclerosis include sex-
dependent phenotypes. Genes, Brain and Behavior, 19(2). https://doi.org/10.1111/gbb.12604

Lee, A. S., Duman, R. S., & Pittenger, C. (2008). A double dissociation revealing bidirectional competition
between striatum and hippocampus during learning. Proceedings of the National Academy of Sciences,
105(44), 17163-17168. https://doi.org/10.1073/pnas.0807749105

Lee, C., Kim, Y., & Kaang, B.-K. (2022). The Primary Motor Cortex : The Hub of Motor Learning in Rodents.
Neuroscience, 485, 163-170. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2022.01.009

Lee, Y.-A,, Kim, Y.-J., & Goto, Y. (2016). Cognitive and affective alterations by prenatal and postnatal stress
interaction. Physiology & Behavior, 165, 146-153. https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2016.07.014

Lemon, R. N. (2008). Descending Pathways in Motor Control. Annual Review of Neuroscience, 31(1), 195-218.
https://doi.org/10.1146/annurev.neuro.31.060407.125547

Lepicard, E. M., Venault, P., Negroni, J., Perez-Diaz, F., Joubert, C., Nosten-Bertrand, M., Berthoz, A., &
Chapouthier, G. (2003). Posture and balance responses to a sensory challenge are related to anxiety in mice.
Psychiatry Research, 118(3), 273-284. https://doi.org/10.1016/S0165-1781(03)00069-6

Lepicard, E. M., Venault, P., Perez-Diaz, F., Joubert, C., Berthoz, A., & Chapouthier, G. (2000). Balance control
and posture differences in the anxious BALB/cByJ mice compared to the non anxious C57BL/6J mice.
Behavioural Brain Research, 117(1-2), 185-195. https://doi.org/10.1016/S0166-4328(00)00304-1

Lussier, S. J., & Stevens, H. E. (2016). Delays in GABAergic interneuron development and behavioral inhibition
after prenatal stress. Developmental Neurobiology, 76(10), 1078-1091. https://doi.org/10.1002/dneu.22376

Martel, G., Blanchard, J., Mons, N., Gastambide, F., Micheau, J., & Guillou, J.-L. (2007). Dynamic interplays
between memory systems depend on practice : The hippocampus is not always the first to provide solution.
Neuroscience, 150(4), 743-753. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2007.10.004

Maruyama, S., Fukunaga, M., Sugawara, S. K., Hamano, Y. H., Yamamoto, T., & Sadato, N. (2021). Cognitive
control affects motor learning through local variations in GABA within the primary motor cortex. Scientific
Reports, 11(1), 18566. https://doi.org/10.1038/s41598-021-97974-1

Mateo, J. M. (2008). Inverted-U shape relationship between cortisol and learning in ground squirrels.
Neurobiology of Learning and Memory, 89(4), 582-590. https://doi.org/10.1016/j.nlm.2007.11.002

Mazurie, Z., Branchereau, P., Cattaert, D., Henkous, N., Savona-Baron, C., Vouimba, R-M. (2022). Acute Stress
Differently Modulates GABAergic Interneurons Excitability and Synaptic Plasticity in the Primary Motor
Cortex of WT and SOD1G93A mouse model of ALS. In preparation.

Mazurie, Z., Branchereau, P., Henkous, N., Nathalie Argenta, N., Vouimba, R-M. (2022). Long-Term Influence
of Prenatal Stress on Primary Motor Cortex Plasticity in adult WT and SOD1G93A mice. In preparation.

McDonald, R. J., & White, N. M. (1994). Parallel information processing in the water maze : Evidence for
independent memory systems involving dorsal striatum and hippocampus. Behavioral and Neural Biology,
61(3), 260-270. https://doi.org/10.1016/S0163-1047(05)80009-3

McEwen, B. S., Nasca, C., & Gray, J. D. (2016). Stress Effects on Neuronal Structure : Hippocampus, Amygdala,
and Prefrontal Cortex. Neuropsychopharmacology, 41(1), 3-23. https://doi.org/10.1038/npp.2015.171

Memories and habits : Some implications for the analysis of learning and retention. | BibSonomy. (s. d.). Consulté
6 juin 2022, a I’adresse https://www.bibsonomy.org/publication/e312dd70d55997fb16f6538de20357d6

Méndez, P., & Bacci, A. (2011). Assortment of GABAergic Plasticity in the Cortical Interneuron Melting Pot.
Neural Plasticity, 2011, e976856. https://doi.org/10.1155/2011/976856

Miyagawa, K., Tsuji, M., Fujimori, K., Saito, Y., & Takeda, H. (2011). Prenatal stress induces anxiety-like
behavior together with the disruption of central serotonin neurons in mice. Neuroscience Research, 70(1),
111-117. https://doi.org/10.1016/j.neures.2011.02.002

Molnar-Kasza, A., Hinteregger, B., Neddens, J., Rabl, R., Flunkert, S., & Hutter-Paier, B. (2021). Evaluation of
Neuropathological Features in the SOD1-G93A Low Copy Number Transgenic Mouse Model of Amyotrophic

159



Lateral Sclerosis. Frontiers in Molecular Neuroscience, 14, 681868.
https://doi.org/10.3389/fnmol.2021.681868

Monfils, M.-H., Plautz, E. J., & Kleim, J. A. (2005). In Search of the Motor Engram : Motor Map Plasticity as a
Mechanism  for  Encoding  Motor  Experience.  The  Neuroscientist,  11(5), 471-483.
https://doi.org/10.1177/1073858405278015

Nguyen, H. P., Van Broeckhoven, C., & van der Zee, J. (2018). ALS Genes in the Genomic Era and their
Implications for FTD. Trends in Genetics, 34(6), 404-423. https://doi.org/10.1016/j.tig.2018.03.001

Nishio, H., Tokumo, K., & Hirai, T. (2006). Effects of perinatal stress on the anxiety-related behavior of the
adolescence  mouse. International Journal of Developmental Neuroscience, 24(4), 263-268.
https://doi.org/10.1016/j.ijdevneu.2006.02.003

Packard, M. G., & Knowlton, B. J. (2002). Learning and memory functions of the Basal Ganglia. Annual Review
of Neuroscience, 25, 563-593. https://doi.org/10.1146/annurev.neuro.25.112701.142937

Packard, M. G., & Wingard, J. C. (2004). Amygdala and “emotional” modulation of the relative use of multiple
memory systems. Neurobiology of Learning and Memory, 82(3), 243-252.
https://doi.org/10.1016/j.nIm.2004.06.008

Pallarés, M. E., Scacchi Bernasconi, P. A., Feleder, C., & Cutrera, R. A. (2007). Effects of prenatal stress on motor
performance and anxiety behavior in Swiss mice. Physiology & Behavior, 92(5), 951-956.
https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2007.06.021

Patin, V., Vincent, A., Lordi, B., & Caston, J. (2004). Does prenatal stress affect the motoric development of rat
pups? Developmental Brain Research, 149(2), 85-92. https://doi.org/10.1016/j.devbrainres.2003.12.008

Piirainen, S., Youssef, A., Song, C., Kalueff, A. V., Landreth, G. E., Malm, T., & Tian, L. (2017). Psychosocial
stress on neuroinflammation and cognitive dysfunctions in Alzheimer’s disease: The emerging role for
microglia? Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 77, 148-164.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2017.01.046

Pittenger, C., & Duman, R. S. (2008). Stress, Depression, and Neuroplasticity : A Convergence of Mechanisms.
Neuropsychopharmacology, 33(1), 88-109. https://doi.org/10.1038/sj.npp.1301574

Poldrack, R. A., & Packard, M. G. (2003). Competition among multiple memory systems : Converging evidence
from animal and human brain studies. Neuropsychologia, 41(3), 245-251. https://doi.org/10.1016/S0028-
3932(02)00157-4

Prévét, T. D., Gastambide, F., Viollet, C., Henkous, N., Martel, G., Epelbaum, J., Béracochéa, D., & Guillou, J.-
L. (2017). Roles of Hippocampal Somatostatin Receptor Subtypes in Stress Response and Emotionality.
Neuropsychopharmacology, 42(8), 1647-1656. https://doi.org/10.1038/npp.2016.281

Quarta, E., Bravi, R., Scambi, I., Mariotti, R., & Minciacchi, D. (2015). Increased anxiety-like behavior and
selective learning impairments are concomitant to loss of hippocampal interneurons in the presymptomatic
SODI1(G93A) ALS mouse model : Hippocampal changes in SOD1(G93A) mice. Journal of Comparative
Neurology, 523(11), 1622-1638. https://doi.org/10.1002/cne.23759

Rei, N., Rombo, D. M., Ferreira, M. F., Baqi, Y., Muller, C. E., Ribeiro, J. A., Sebastido, A. M., & Vaz, S. H.
(2020). Hippocampal synaptic dysfunction in the SOD1G93 A mouse model of Amyotrophic Lateral Sclerosis :
Reversal by adenosine A2AR blockade. Neuropharmacology, 171, 108106.
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2020.108106

Reul, J. M., van den Bosch, F. R., & de Kloet, E. R. (1987). Relative occupation of type-1 and type-1I corticosteroid
receptors in rat brain following stress and dexamethasone treatment : Functional implications. The Journal of
Endocrinology, 115(3), 459-467. https://doi.org/10.1677/joe.0.1150459

Ringholz, G. M., Appel, S. H., Bradshaw, M., Cooke, N. A., Mosnik, D. M., & Schulz, P. E. (2005). Prevalence
and patterns of cognitive impairment in sporadic ALS. Neurology, 65(4), 586-590.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000172911.39167.b6

Robberecht, W., & Philips, T. (2013). The changing scene of amyotrophic lateral sclerosis. Nature Reviews
Neuroscience, 14(4), 248-264. https://doi.org/10.1038/nrn3430

Rossi, S., De Chiara, V., Musella, A., Cozzolino, M., Bernardi, G., Maccarrone, M., Mercuri, N. B., Carri, M. T,
& Centonze, D. (2010). Abnormal sensitivity of cannabinoid CB1 receptors in the striatum of mice with
experimental amyotrophic lateral sclerosis. Amyotrophic Lateral Sclerosis, 11(1-2), 83-90.
https://doi.org/10.3109/17482960902977954

Saitoh, Y., & Takahashi, Y. (2020). Riluzole for the treatment of amyotrophic lateral sclerosis. Neurodegenerative
Disease Management, 10(6), 343-355. https://doi.org/10.2217/nmt-2020-0033

Sanes, J. N., & Donoghue, J. P. (2000). Plasticity and Primary Motor Cortex. Annual Review of Neuroscience,
23(1), 393-415. https://doi.org/10.1146/annurev.neuro.23.1.393

Schwabe, L., Oitzl, M. S., Philippsen, C., Richter, S., Bohringer, A., Wippich, W., & Schachinger, H. (2007).
Stress modulates the use of spatial versus stimulus-response learning strategies in humans. Learning &
Memory, 14(1-2), 109-116. https://doi.org/10.1101/lm.435807

Schwabe, L., & Wolf, O. T. (2013). Stress and multiple memory systems : From « thinking » to « doing ». Trends
in Cognitive Sciences, 17(2), 60-68. https://doi.org/10.1016/j.tics.2012.12.001

160



Solomon, J. A., Tarnopolsky, M. A., & Hamadeh, M. J. (2011). One Universal Common Endpoint in Mouse
Models of Amyotrophic Lateral Sclerosis. PLoS ONE, 6(6), £20582.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020582

Son, G. H. (2006). Maternal Stress Produces Learning Deficits Associated with Impairment of NMDA Receptor-
Mediated Synaptic Plasticity. Journal of Neuroscience, 26(12), 3309-3318.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3850-05.2006

Sotiropoulos, I., & Sousa, N. (2016). Tau as the Converging Protein between Chronic Stress and Alzheimer’s
Disease Synaptic Pathology. Neurodegenerative Diseases, 16(1-2), 22-25. https://doi.org/10.1159/000440844

Strong, M. J., Abrahams, S., Goldstein, L. H., Woolley, S., Mclaughlin, P., Snowden, J., Mioshi, E., Roberts-
South, A., Benatar, M., HortobaGyi, T., Rosenfeld, J., Silani, V., Ince, P. G., & Turner, M. R. (2017).
Amyotrophic lateral sclerosis - frontotemporal spectrum disorder (ALS-FTSD) : Revised diagnostic criteria.
Amyotrophic  Lateral  Sclerosis and  Frontotemporal  Degeneration,  18(3-4), 153-174.
https://doi.org/10.1080/21678421.2016.1267768

Tungtur, S. K., Wilkins, H. M., Rogers, R. S., Badawi, Y., Sage, J. M., Agbas, A., Jawdat, O., Barohn, R. J.,
Swerdlow, R. H., & Nishimune, H. (2021). Oxaloacetate treatment preserves motor function in SOD1G93A
mice and normalizes select neuroinflammation-related parameters in the spinal cord. Scientific Reports, 11(1),
11051. https://doi.org/10.1038/s41598-021-90438-6

van Wamelen, D. J., Wan, Y.-M., Ray Chaudhuri, K., & Jenner, P. (2020). Stress and cortisol in Parkinson’s
disease. In International Review of Neurobiology (Vol. 152, p. 131-156). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/bs.irn.2020.01.005

Verma, A. (2014). Tale of two diseases : Amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal dementia. Neurology
India, 62(4), 347. https://doi.org/10.4103/0028-3886.141174

Wakabayashi, K., Piao, Y. S., Hayashi, S., Kakita, A., Yamada, M., & Takahashi, H. (2001). Ubiquitinated
neuronal inclusions in the neostriatum in patients with amyotrophic lateral sclerosis with and without
dementia—A study of 60 patients 31 to 87 years of age. Clinical Neuropathology, 20(2), 47-52.

Wheaton, M. W., Salamone, A. R., Mosnik, D. M., McDonald, R. O., Appel, S. H., Schmolck, H. I., Ringholz, G.
M., & Schulz, P. E. (2007). Cognitive impairment in familial ALS. Neurology, 69(14), 1411-1417.
https://doi.org/10.1212/01.wnl.0000277422.11236.2¢c

White, N. M. (1997). Mnemonic functions of the basal ganglia. Current Opinion in Neurobiology, 7(2), 164-169.
https://doi.org/10.1016/S0959-4388(97)80004-9

Yerkes, R. M., & Dodson, J. D. (1908). The relation of strength of stimulus to rapidity of habit-formation. Journal
of Comparative Neurology and Psychology. https://doi.org/10.1002/cne.920180503

161



Discussion Géneérale

162



Résumé des travaux expérimentaux

Ce travail de recherche portait sur I’influence du stress sur le fonctionnement du cortex
moteur primaire (M1), ainsi que ses conséquences dans le cadre de la pathologie la plus

commune du neurone moteur, la sclérose latérale amyotrophique (SLA).

Via I’utilisation d’une lignée murine transgénique SOD1%A

, I’investigation s’est centrée sur
deux types de stress, aigu a I’age adulte et prénatal. Dans un premier temps, 1’effet du stress
aigu sur I’excitabilité des interneurones (INs) du M1, ainsi que sur la plasticité du réseau formé
par les M1 des deux hémispheres (M1-Ml1), a été évalué a l’aide de techniques
d’électrophysiologie chez les souris adultes WT et SOD1%4 (SOD). L’expression globale au
sein du M1 de deux cotransporteurs au chlorure, KCC2 et NKCC1, a également été quantifiée
via une approche immunohistochimique. Dans une seconde partie, I’influence du stress prénatal
chez les animaux WT et SOD adultes, sur la plasticité du réseau M1-M1, ainsi que sur
I’expression globale de KCC2 et NKCC1 a été déterminée via les mémes techniques
d’électrophysiologie et d’immunohistochimie. Enfin, 1’utilisation d’une batterie de tests
comportementaux au cours de la troisiéme étude, visait a explorer I’impact du stress, aigu

comme prénatal, sur les performances motrices et cognitives des souris WT et SOD adultes,

tout en estimant I’incidence du stress sur la progression de la SLA chez les souris SOD.

Des différences entre les souris WT et SOD ont été relevées au cours de ces travaux. Les souris
SOD présentent en effet une augmentation de I’excitabilité de certains INs corticaux, associée
a une plasticité spécifique, qui semblent entrainer une augmentation de I’activité neuronale du
M1. Ces animaux présentent également, a un stade présymptomatique, des troubles non-
moteurs. Concernant les effets du stress, ce dernier, qu’il soit aigu comme prénatal, tend a
promouvoir une augmentation de 1’activité globale du M1 chez les WT, et au contraire chez les
SOD, a favoriser sa diminution, en particulier dans les couches inférieures du M1. Ces
altérations de I’activité du M1 ont été reliées en cas de stress aigu comme prénatal, a des
variations de 1’expression des cotransporteurs au chlorure KCC2 et NKCC1 au sein du M1,
chez les WT comme chez les SOD. Enfin, les souris stressées, quel que soit le stress ou le
génotype, présentent des déficits cognitifs. En revanche seuls les animaux ayant été soumis a
un stress prénatal, et non a un stress aigu, démontrent une diminution des performances
motrices, peut-étre en lien avec les modifications de la plasticité du M1 observées. Bien que le
stress prénatal tende a légerement précipiter le début des symptomes de la SLA, il n’impacte

pas la survie des animaux SOD (Tableau 1).
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|- L’influence du stress sur le M1

1- Le réseau neuronal au sein du M1

La combinaison des études électrophysiologiques in vitro et in vivo a permis de mieux

apprécier le fonctionnement du réseau cortical au sein du M1.

1.1- Description des éléments du réseau

1.1.1- Les interneurones GABAergiques

D’abord, 1’analyse des INs enregistrés in vitro a révélé la présence de quatre clusters
cellulaires, retrouvés au sein de toutes les couches corticales, se distinguant selon leurs
caractéristiques ¢€lectrophysiologiques. D’aprés les données issues de la littérature, et en
reprenant la classification générale proposée dans le néocortex dont il a été question au cours
de I’introduction (PV, SST et SHT3aR), ces 4 clusters pourraient correspondre a différents types
d’INs (Rudy et al., 2011; Tremblay et al., 2016). Aussi, les neurones présents dans les clusters
1 et 2 possédant un type de décharge similaire aux cellules FS, il est envisageable qu’ils
appartiennent aux familles des INs PV et SST, s’agissant des catégories ou cette caractéristique
est la plus représentée (Tremblay et al., 2016). Il est cependant difficile de déterminer quel
cluster serait précisément composé de PV ou de SST, étant donné la superposition de certaines
caractéristiques électrophysiologiques entre ces deux types cellulaires (Tremblay et al., 2016).
Il est également possible que ces deux groupes soient composés des deux types de neurones.
Les INs du cluster 3 pourraient quant a eux représenter un sous-type de neurones SST, de par
leurs spécificités électrophysiologiques, notamment leur type de décharge LTS (Ma, 2006;
Naka et al., 2019). Enfin, bien que les neurones issus du 4°™ cluster ressemblent dans leurs
propriétés aux neurones du cluster 1, leur type de décharge irréguliére serait plus représentative
d’INs SHT3aR, plus précisément des VIP (Tremblay et al., 2016). Si cette classification n’est
que spéculative du fait du manque d’études morphologique et moléculaire complémentaires
pour caractériser ces neurones, elle permet tout de méme une premiére vision du réseau cortical
d’INs au sein du M1.
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La stimulation électrique du M1 in vivo a permis d’enregistrer dans le M1 controlatéral
deux réponses neuronales qui, d’apres les études pharmacologiques menées, constituent une
composante excitatrice « N1 » au sein des couches supérieures, ainsi qu’un complexe inhibiteur
« N2-P1 » au niveau des couches inférieures. Toujours d’apres 1’approche pharmacologique,
ces deux réponses neuronales subissent un contrdle inhibiteur, lequel proviendrait des INs
locaux qui, dans le cortex moteur, font des connexions intralaminaires plutot qu’interlaminaires
(Katzel et al., 2011). Ces INs pourraient correspondre, au niveau des couches supérieures, a des
PV et/ou SST, qui sont connus pour former de fortes connexions avec les CPs (Tremblay et al.,
2016), donc éventuellement des INs issus des clusters 1, 2 ou 3. Dans les couches inférieures,
ce contrdle inhibiteur reléverait du processus de désinhibition, et selon les données établies au
sein d’autres structures corticales, pourrait étre médié par des VIP, ou encore des SST
(Tremblay et al., 2016). Potentiellement cela pourrait correspondre aux INs provenant de tous

les clusters enregistrés.

N1 serait représentative de 1’activité glutamatergique émanant des CPs au sein de la boucle
supérieure du M1 (couches 2/3), et N2-P1 serait plutot le résultat de ’activité GABAergique
issue des INs de la boucle inférieure du M1 (couches 5/6). Ainsi, N1 aurait un role dans
I’intégration du signal, et N2-P1 serait impliqué dans la sortie du signal, et dans I’exécution des
commandes motrices (McColgan et al., 2020). La régulation de ces réponses neuronale au sein
des boucles proviendrait d’au moins 4 types d’INs, d’aprés les données in vitro. Ces deux
boucles sont interconnectées, majoritairement via les connexions interlaminaires entre les CPs
des différentes couches du M1, principalement de la part des neurones excitateurs des couches
supérieures sur ceux des couches inférieures, mais la réciproque existe également. Enfin les
CPs des couches supérieures projettent également sur les INs des couches plus profondes
(Aroniadou et Keller, 1993; McColgan et al., 2020). Les données préliminaires menées sur ces
réponses N1 et N2-P1 ont effectivement mis en évidence la participation des couches
supeérieures a la formation de N2-P1, et inversement I’implication de I’activité des couches

inférieures a la constitution de N1 (Fig. 19).
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Figure 19. Profil d’évolution des réponses neuronales N1 et N2-P1 selon la profondeur de
I’électrode de stimulation au sein du M1. (A) Représentation sur une coupe coronale (1,6 mm
antérieurement au bregma) de la position de [I'électrode de stimulation (hémisphere droit) et
d’enregistrement (hémisphére gauche) au sein du M1. L’encadré correspond a la zone agrandie en B2.
(B1) Profil d’évolution des réponses neuronales N1 (en orange) et N2-P1 (en jaune) au sein du M1 pour
une électrode d’enregistrement fixe, et une électrode de stimulation mobile le long de 'axe dorso-ventral
du M1 controlatéral (selon le sens de la fleche, de la surface vers la substance blanche). (B2)
Représentation des couches corticales du M1 ainsi que de la localisation des électrodes. Les points
colorés représentent la position de I'électrode d’enregistrement dans le M1 pour obtenir N1 (point
orange) et N2-P1 (point jaune). Les points noirs représentent les différentes positions de I'électrode de
stimulation dans le M1 controlatéral. C, couche; SB, substance blanche; St, artéfact de stimulation; N1,
composante excitatrice des couches supérieures; N2-P1 complexe inhibiteur des couches inférieures;
enr., enregistrement; stim., stimulation. Le schéma en coupe coronale, ainsi que les vues en coloration

de Nissl, sont adaptés de l'atlas de référence Allen (atlas.brain-map.org).

1.2- Le M1 entre les souris WT et SOD

1.2.1- Les interneurones GABAergiques

La SLA est caractérisée par des troubles de 1’excitabilité neuronale, et en particulier par
une hyperexcitabilité qui, au sein du cortex moteur, serait déterminante dans 1’évolution de la
pathologie (Brunet et al.,, 2020; Gunes et al., 2020). Cette hyperexcitabilité résulterait
d’altérations des transmissions glutamatergique comme GABAergique, lesquelles sont
respectivement augmentée et diminuée (Cengiz et Kuruoglu, 2020; Chung et al., 2005; Foerster
et al., 2013; Fogarty et al., 2015; Khademullah et al., 2020; J. Kim et al., 2017; Menon et al.,
2015; Minciacchi et al., 2009; Van den Bos et al., 2018; Vucic et al., 2009; W. Zhang et al.,
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2016). Aussi, ’augmentation de I’excitabilité¢ des INs du cluster 1 observée chez les SOD par
rapport aux WT irait de prime abord a 1’encontre du postulat de la perte de 1’inhibition
dépendante du GABA chez les SOD. Cependant, différents travaux ont mis en évidence une
hyper ou une hypoexcitabilité des INs, selon leur type ou le stade de la pathologie (Khademullah
et al., 2020; Kim et al., 2017; Zhang et al., 2016). Ces variations de 1’activité inhibitrice des
neurones GABAergiques seraient dépendants du role des INs dans les circuits inhibiteurs et
pourraient faire partie de mécanismes de compensation mis en place au cours de la maladie.
Zhang et ses collaborateurs (2016) en particulier, ont supposé que 1’hyperexcitabilité des CPs
de la couche 5 du cortex moteur, chez des souris TDP-43, était due & un mécanisme de
désinhibition renforcé, suite a I’hyperexcitabilité de certains INs, les SST, impliqués dans ce
type d’inhibition. Un phénoméne similaire pourrait étre en cause ici, les INs du cluster 1
induisant une forte inhibition des neurones issus des autres clusters mis en jeu dans 1’inhibition
des CPs, probablement les 2 et 3. En effet, les INs du groupe 4 étant peut-étre des VIP, ils ne
seraient pas engagés dans I’inhibition des CPs (Tremblay et al., 2016).

En conditions physiologiques

Le protocole de paired-pulse a induit des phénomeénes d’inhibition (paired pulse
inhibition, PPI) sur la composante N1 et le complexe N2-P1. Selon la description initiale des
mécanismes impliqués dans ce type de plasticité a court terme, cela pourrait signifier que ces
synapses ont une probabilité initiale de libération de vésicules contenant des neurotransmetteurs
élevée (Citri et Malenka, 2008). Cependant, les intervalles de temps utilisés entre les deux
stimulations (50, 150 et 250 ms) sont en général déclencheurs de phénoménes de facilitation a
court terme (Citri Malenka, 2008). Il est donc probable que plutdt que de strictement refléter
une probabilité de libération de vésicules dans la fente synaptique, ces phénomeénes de PPI
puissent incarner une diminution et/ou une augmentation de la libération de neurotransmetteurs
respectivement excitateurs et inhibiteurs (Ramoa et Sur, 1996; Szabo et al., 2000; Tuff et al.,
1983). Au sein du M1, ce processus de PPI pourrait jouer un role majeur dans le maintien de

I’homéostasie corticale et dans 1’initiation de I’inhibition.

Chez les WT, I’administration d’une TBS dans le M1 a entrainé une LTD de la
composante N1 en controlatéral, donc une diminution de 1’activité excitatrice glutamatergique
au sein des couches supérieures du M1. Cette réponse a la TBS n’était pas attendue, ce type de

stimulation a haute fréquence induisant en général des phénoménes de LTP au sein d’autres
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structures, telle que I’hippocampe (Larson et Munkacsy, 2015; Yaniv et al., 2003) et
I’observation d’une LTD étant quant a elle plut6t dépendante de I’induction d’une stimulation
a basse fréquence, de I’ordre de 1 a 5 Hz (Bliss et Cooke, 2011; Malenka et Bear, 2004;
Vouimba et al., 2000). Lors de nos tests préliminaires, aucun des protocoles classiques de
stimulation (a basse et haute fréquence, respectivement a 1 Hz et 100 Hz) ne nous a permis de
mettre en évidence de changement significatif de la plasticité synaptique au sein du M1. Hess
et Donoghue (1996) sont toutefois parvenus a induire une LTD des connexions horizontales
localisées dans les couches supérieures du cortex moteur, en utilisant une stimulation a basse
fréquence (2 Hz). Ils ont de plus pu observer une LTP de ces mémes connexions, déprimees
suite a cette stimulation a 2 Hz, en administrant une TBS associée a 1’application d’un
antagoniste des récepteurs GABAA. Cette derniére donnée confirme bien la présence d’une
activité inhibitrice tonique exercée sur les CPs des couches supérieures, visant a éviter la
saturation du réseau. Il est possible que la TBS induise plutét une LTP au niveau des synapses
inhibitrices formées sur les CPs par les INs locaux. La stimulation activant les CPs comme les
INs, le renforcement de ces connexions inhibitrices pourrait étre en partie di au recrutement
des INs eux-mémes (inhibition feedforward, IFF) associé a 1’augmentation des efférences
excitatrices des CPs sur les INs locaux (inhibition feedback, IFB) (Tremblay et al., 2016). Dans
I’ensemble, 1’activité inhibitrice s’en trouverait renforcée, notamment donc les IFF et IFB,

respectivement en charge de réguler I’intégration et la sortie du signal.

La TBS n’a pas induit de modification a long terme de la plasticité en ce qui concerne le
complexe inhibiteur N2-P1, ce qui serait en contradiction avec la proposition ci-dessus
postulant que cette stimulation induirait plutét une LTP des synapses inhibitrices. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que le complexe N2-P1 est également sous un contrdle inhibiteur, lequel
régulerait N2-P1 suite a la TBS. La courte dépression observée juste aprés la stimulation
pourrait refléter cette inhibition de N2-P1 par d’autres INs. En cas de LTP de toutes les synapses
inhibitrices, les activités des INs s’équilibreraient, entre ceux médiant 1’inhibition des CPs et
ceux impliqués dans I’inhibition des autres INs, maintenant un niveau basal d’activité¢ de N2-
P1. Une autre explication serait que le signal étant intégré au niveau des couches supérieures,
la régulation immédiate de I’activité¢ des CPs empéche ces dernieres de trop stimuler les CPs et

INs des couches inférieures, limitant I’effet de la TBS au niveau de N2-P1.

En conditions pathologiques

Les phénomeénes de PPI de N1 et N2-P1 ne sont pas modifiés chez les animaux SOD.

En conséquence, il est possible que les altérations de I’intégrité corticale de ces animaux
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reposent sur d’autres mécanismes et/ou qu’il existe des phénomenes de compensation visant a

préserver cette inhibition a court terme.

Chez les souris SOD, la TBS ne déclenche pas de LTD de N1, et aurait méme plutot
tendance a augmenter cette réponse neuronale. Ces données démontrent une altération de la
fonction GABAergique tonique exercée en conditions physiologiques sur les CPs, et est en
accord avec les deéficits de la transmission neuronale qui ont été reportés chez les patients
atteints de la maladie, comme chez les modéles murins (Cengiz et Kuruoglu, 2020; Chung et
al., 2005; Foerster et al., 2013; Fogarty et al., 2015; Khademullah et al., 2020; J. Kim et al.,
2017; Menon et al., 2015; Minciacchi et al., 2009; Van den Bos et al., 2018; Vucic et al., 2009;
W. Zhang et al., 2016).

Au niveau des couches inférieures, toujours en opposition avec ce qui est observé chez les WT,
on remarque la mise en place d’une LTD de N2-P1 suite a la TBS. Cette diminution de I’activité
inhibitrice au sein du M1 reste en accord avec les données mentionnées plus haut, mettant en
évidence un déficit de la transmission GABAergique au sein du M1 dans le cadre de la SLA.
De plus, en adéquation avec les données obtenues in vitro, et comme postulé par Zhang et ses
collaborateurs (2016) au cours de leurs travaux, il pourrait s’agir d’une augmentation anormale
de I’'inhibition exercée sur les INs régulant 1’activité des CPs de la couche 5, suite a
I’hyperexcitabilité des neurones GABAergiques impliqués dans le processus de désinhibition,

ici les INs du cluster 1.

1.3- L’effet du stress

Sur les interneurones GABAergiques

Chez les WT, le stress aigu tend & augmenter 1’excitabilité des INs du 1* cluster. Les
études ayant évalué I’influence du stress sur les INs se sont majoritairement concentrées sur les
structures limbiques, motivées par le lien existant entre 1’apparition de troubles de I’humeur ou
encore anxieux, et les altérations du fonctionnement des INs au sein de ces structures (Fee et
al., 2017; Fogaga et Duman, 2019; Perlman et al., 2021). Ces travaux concernent en grande
partie les INs PV et SST, en adéquation avec 1’appartenance supposée des INs du cluster 1 a
ces deux types de neurones. Si les données relatives aux PV sont tres hétérogénes, elles
suggerent tout de méme que ces neurones sont sensibles au stress (Perlman et al., 2021). La

littérature ayant trait aux SST est en revanche plus uniforme, démontrant que le stress tend a
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augmenter leur activité et révélant 1’implication de ces INs dans la régulation de la réponse au
stress (Arancibia et al., 2001; Jefferson et al., 2020; Joffe et al., 2022; Stengel et Taché, 2017).
Il est donc possible que les INs du cluster 1 soient impliqués dans la réponse de stress en

régulant activité du M1.

Sur la plasticité au sein du M1 en cas de stress aigu

Comme développé au cours de I’introduction, le stress est connu pour agir sur la
plasticité de la transmission synaptique au sein des structures limbiques (amygdale,
hippocampe et cortex préfrontal). Son influence dépend cependant de I’aire cérébrale concernée
ainsi que du type et de la chronicité du stress (Cullinan et Wolfe, 2000; de Groote et Linthorst,
2007; Ghosal et al., 2017; Hu et al., 2010; Inoue et Bains, 2014; Kuzmiski et al., 2010; Liu et
al., 2020; McKlveen et al., 2016; Verkuyl et al., 2004; Wei et al., 2018).

Ici, chez les WT, la plasticité a court terme n’a pas été impactée par le stress aigu, ce
qui suggére que ce dernier n’a sans doute pas d’influence sur I’initiation de 1’inhibition. En
revanche, le stress aigu diminue la LTD de la composante excitatrice N1, sans induire de
changements au niveau de N2-P1. II léverait donc I’inhibition exercée sur les CPs des couches
superficielles et a augmenterait le niveau d’activité du M1. Selon I"implication probable des
INs du premier cluster dans la désinhibition, on peut supposer que I’augmentation de I’activité
des CPs, suivant la TBS, est en partie due a I’augmentation de I’excitabilité de ces INs en cas
de stress aigu, selon un processus similaire a ce qui est observe chez les SOD, du moins dans

les couches supérieures.

Sur la plasticité au sein du M1 en cas de stress prénatal

Bien que le stress prénatal n’influence pas significativement les PPI des réponses
neuronales N1 et N2-P1 chez les souris WT, il a tendance a diminuer cette inhibition a court
terme dans les couches supérieures, tout en I’augmentant dans les couches inférieures. Le stress
prénatal aurait la méme propension du stress aigu a favoriser une augmentation de ’activité du
M1, en diminuant la dépression de la composante N1, tout en induisant une LTD au niveau de
N2-P1. Ces phénomenes de plasticité pourraient également reposer sur des modifications de
I’excitabilité des INs, impliquant, de la méme fagon que pour le stress aigu, la potentialisation
des phénomeénes de désinhibition au sein des couches supérieures comme inférieures.
Cependant, des similitudes dans la finalité¢ d’un processus ne signifient pas que les mécanismes
sous-jacents soient identiques, aussi ces phénomenes plastiques suite au stress prénatal

pourraient étre liés a d’autres événements biologiques. II est intéressant de signaler que cette
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diminution du contréle GABAergique exercé sur N1 est en adéquation avec la tendance a la
baisse de la PPI de cette méme composante. En parallele, la 1égere augmentation de la PPI de
N2-P1 pourraient refléter le renforcement de la désinhibition au niveau des couches inférieures.
Ces changements a court terme, bien que mineurs, pourraient promouvoir 1’altération de la
plasticité a long terme, et favoriser un déséquilibre entre excitations et inhibitions au sein du

M1 suite a un stress prénatal.

Cet effet a long terme du stress prénatal sur le fonctionnement de la transmission inhibitrice
mature pourrait étre dd a la perturbation de I’activité GABAergique au cours du développement
embryonnaire, via une perturbation de la migration des INs, ou de I’expression de genes
spécifiques au sein de cellules GABAergiques (Matrisciano et al., 2013; Stevens et al., 2013).
De telles altérations conduiraient a une immaturité des synapses inhibitrices au sein du M1. Li
et ses collaborateurs (2021) ont mis en évidence un tel décalage dans la maturation des synapses
corticostriatales suite a un stress prénatal, reflété par 1’incapacité de ces synapses a exprimer
une LTD caractéristique des connexions matures. Cette immaturité de la transmission
inhibitrice au sein du systeme moteur pourrait induire un retard développemental des structures
impliquées dans la motricite, et étre en cause dans les délais observés de la maturation motrice
suite a un stress prénatal, chez les rongeurs comme chez les primates humains et non humains
(DiPietro et al., 2006; Grace et al., 2016; Huizink et al., 2003; Patin et al., 2004; Schneider et
Coe, 1993).

Sur les interneurones GABAergiques

L’effet du stress aigu sur les INs localisés dans le M1 des animaux SOD tend, de fagon
inattendue, a diminuer I’excitabilité des INs du cluster 1, tout en augmentant celle des neurones
provenant du cluster 4. Cet effet spécifique du stress entre les souris WT et SOD pourrait
provenir du fait que 1’excitabilité basale des neurones du cluster 1 différe entre ces animaux.
Ces INs étant possiblement impliqués dans la regulation de la réponse au stress, il est
envisageable qu’une diminution de leur excitabilité soit nécessaire au processus adaptatif
faisant suite au stress. L’augmentation concomitante de 1’excitabilité des cellules du cluster 4
pourrait également faire partie de cette adaptation. Une premiere explication serait que ’activité
des INs du cluster 1 est insuffisante, le réseau étant altéré et nécessitant la mise en place d’autres
mécanismes compensatoires suite au stress. Une autre possibilité serait que 1’augmentation de

I’excitabilité des INs du cluster 1 est due en réalité a une incapacité de ces neurones a
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correctement réguler la réponse au stress, nécessitant alors le concours d’autres INs, en
I’occurrence issus du cluster 4. Enfin il est également envisageable que 1’augmentation de

I’excitabilité des INs 4 suite au stress reléve d’un processus anormal pathologique.

Sur la plasticité au sein du M1 en cas de stress aigu

Contrairement aux WT, I’induction d’un stress aigu conduit & une diminution de la PPI
de N1 et de N2-P1 chez les animaux SOD. Malgré la diminution de 1’excitabilité des INs du
cluster 1 suggérant la levée de la désinhibition, aucun effet significatif de la TBS n’a été observé
en cas de stress au niveau des couches supeérieures du M1. Il est possible que la fonction
GABAergique de ces souris soit trop altérée pour pouvoir efficacement réguler 1’activité des
CPs. L’augmentation de I’excitabilité des INs du cluster 4, observée uniquement chez les SOD,
pourrait étre en cause ici. Déterminer avec précision dans quelle mesure le stress influence
I’activité des INs en lien avec la plasticité demeure complexe, le réseau étant déja altéré au
niveau basal. De fagon surprenante, le stress tend a promouvoir 1’inhibition du M1 dans les
couches inférieures en bloquant la LTD du complexe inhibiteur N2-P1, phénomene sans doute
relié a la diminution de I’excitabilité des INs du premier cluster. La réduction de la PPI de N1
et N2-P1 pourrait participer a ce défaut d’inhibition des CPs au sein des couches supérieures

ainsi qu’a la diminution de la désinhibition des couches inférieures suite au stress.

Sur la plasticité au sein du M1 en cas de stress prénatal

Les effets du stress prénatal sur la plasticité du M1 des souris SOD sont tres similaires
a ceux du stress aigu. Bien qu’il n’induise pas de modification significative de la plasticité a
court terme, on observe une légére diminution de la PP1 de N1 et de N2-P1. De plus, le stress
prénatal ne modifie pas la plasticité de N1 suite a la TBS, mais diminue la LTD de N2-P1,
favorisant ’inhibition des couches inférieures. A nouveau, 1’absence de changements au niveau
des couches supérieures pourrait étre due a la fonction GABAergique altérée des animaux SOD,
alors que la diminution de 1’excitabilité des INs du cluster 1 pourrait étre mise en jeu dans la
suppression de la désinhibition des couches inférieures. Les modifications de la plasticité
synaptique a court terme sont une nouvelle fois en adéquation avec les changements de la

plasticité a long terme.

Bien que la SLA soit considérée comme étant une pathologie de I’adulte, une étude menée au
laboratoire a mis en évidence la présence d’un déficit de la fonction inhibitrice au niveau de la
moelle épiniére chez des souris SOD a un stade embryonnaire (Branchereau et al., 2019). Une

altération du réseau cortical a un stade aussi précoce n’a, jusqu’a présent et dans la mesure de
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nos connaissances, pas ¢té reportée dans le cas de la SLA. Il est cependant possible qu’elle
existe, et constitue un terrain vulnérable lors de 1’induction du stress prénatal, pouvant amplifier
ses effets. Le stress prénatal pourrait alors potentiellement aggraver la progression de la

maladie.

1.4- En résumé

La combinaison des données issues des études electrophysiologiques in vitro et in vivo,
avec les informations provenant de la littérature, permet d’un peu mieux percevoir le
fonctionnement du réseau neuronal au sein du M1, dans le contexte de ’induction d’une TBS

(Fig. 20).

Chez les souris SOD, dans les couches inférieures du M1, la LTD de la réponse
neuronale inhibitrice N2-P1, associée a I’hyperexcitabilité des INs du cluster 1 suggére la mise
en jeu d’un processus de désinhibition problématique au sein de ces couches. Les travaux de
Zhang et ses collaborateurs (2016) démontrent 1’existence d’un tel réseau au sein de la couche
5 du M1 de souris TDP-43. Dans le cas présent, les neurones inhibés seraient donc impliqués
dans I’inhibition des CPs, potentiellement issus des clusters 2 et/ou 3. Comme déja évoque, les
cellules provenant du cluster 4 étant potentiellement des VIP, ils ne seraient pas mis en jeu dans
I’inhibition des CPs, mais plutot dans celle d’autres INs (Tremblay et al., 2016).

Au sein des couches supérieures, il existe un fort contrdle inhibiteur des CPs, lequel est altéré
chez les SOD, comme le souligne I’absence de LTD de la composante excitatrice N1. Les INs
enregistrés étant présents dans les couches superficielles comme profondes, il est possible qu’un

réseau similaire a celui des couches inférieures intervienne au niveau des couches supérieures.

Enfin, les deux boucles neuronales au sein du M1, et donc les réponses N1 et N2-P1, sont
interconnectées, les projections interlaminaires étant probablement dues en majorité aux CPs
(Katzel et al., 2011; McColgan et al., 2020). Les neurones pyramidaux localisés au sein des
couches 2/3 projettent a la fois sur les CPs et les INs des couches inférieures. Plus précisement,
les INs des couches profondes recevant ces efférences seraient préférentiellement des neurones
LTS, donc ici les INs du cluster 3, les cellules de type FS (clusters 1 et 2) recevant des
projections excitatrices préférentiellement de la part des CPs locales (Apicella et al., 2012). Le
role des INs du cluster 4 demeure quant a lui indéterminé, ces neurones peuvent cependant

potentiellement inhiber les neurones GABAergiques des autres clusters (Fig. 20).
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Chez les WT, suite a la TBS, les synapses inhibitrices réalisées par les INs 2 et/ou 3 sur
les CPs de la boucle supérieure seraient potentialisées. Cette augmentation de 1’efficacité de la
transmission GABAergique, et sans doute des inhibitions IFF et IFB, conduit a une LTD de la
transmission excitatrice (représentée par N1), diminuant 1’excitabilit¢ du M1 au niveau des
couches superficielles. Au sein de la boucle inférieure, il est possible que certains INs, peut-
étre ceux du cluster 1, étant donné leur role supposé dans la désinhibition, régulent I’activité
globale inhibitrice (correspondant a N2-P1).

Chez les SOD, les INs du 1° cluster sont hyperexcitables. Ainsi, suite a la TBS, ils
présenteraient une activité augmentée, conduisant a une plus forte inhibition exercée sur les INs
des clusters 2 et/ou 3 et a une désinhibition anormale des CPs des couches superficielles. Cela
aurait pour conséquence d’augmenter l’excitabilit¢ de la boucle supérieure du M1. Un
phénomeéne similaire se produirait au niveau de la boucle inférieure, ce qui expliquerait la
dépression de N2-P1, et participerait a I’augmentation générale du niveau d’excitabilité du M1.
Enfin, ’augmentation de ’activité glutamatergique au sein des couches superficielles pourrait
renforcer les projections excitatrices des CPs qui y sont localisées sur les neurones pyramidaux
et INs inférieurs. Cela aurait pour conséquence d’augmenter 1’activité excitatrice des CPs des
couches inférieures, qui pourraient plus fortement activer les INs du cluster 1. Ces derniers étant
hyperexcitables, cela renforcerait leur action de désinhibition. Concernant les INs du cluster 3,
dont I’activité serait également potentialisée par les CPs des couches supérieures, il est difficile
de déterminer si malgré cette excitation, I’action des neurones du cluster 1 prédomine sur leur
activité, et/ou si leur nombre est insuffisant pour exercer une inhibition efficace des CPs des
couches inférieures. En effet, au cours des expériences in vitro, peu d’INs du cluster 3 ont été
enregistrés chez les animaux SOD. Bien que des variations du nombre d’INs chez les SOD
existent (Chung et al., 2005; Minciacchi et al., 2009), cela pourrait également étre dd au hasard

(Fig. 20).

Suite a la TBS, le stress a pour effet de faciliter la désinhibition du M1 chez les WT,
mais de promouvoir son inhibition chez les SOD.

En cas de stress aigu chez les WT, ’augmentation de 1’excitabilité des INs du cluster 1
pourrait conduire, suite a la stimulation, a une accentuation de la désinhibition des CPs des
couches superficielles, et donc a une augmentation de 1’activité de la boucle supérieure du M1.
L’absence apparente d’effets a long terme au niveau du complexe N2-P1 pourrait étre due au
caractére par définition transitoire du stress aigu. En effet, la 1égére tendance a la diminution,

suite a la TBS, de I’amplitude de N2-P1 pourrait étre liée a I’influence excitatrice des couches
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supérieures sur les CPs et les INs du cluster 1 localisés dans couches inférieures. Cependant, la
régulation rapide de la réponse de stress empécherait I’installation de changements durables au
niveau des couches profondes. L’observation du maintien d’une LTD du complexe N2-P1 suite
au stress prénatal pourrait soutenir cette idée, ce type de stress pouvant induire des changements
durables sur le long, voire le trés long terme.

Suite a un stress aigu chez les SOD, I’activité de la boucle superficielle reste inchangée
apres la TBS, malgré la diminution de I’excitabilité des INs du cluster 1, peut-&tre a cause d’une
transmission GABAergique défaillante a ce niveau. Cette méme réduction de 1’excitabilité des
INs du premier cluster pourrait cependant induire une levée de la désinhibition au niveau des
couches profondes, et favoriser 1’inhibition au niveau de la boucle inférieure. Le réseau des
animaux SOD étant altéré, et mettant de fait en jeu d’autres processus comme en témoigne
I’augmentation de I’excitabilité des neurones du cluster 4, il est délicat de se prononcer sur son

fonctionnement exact en cas de stress.

Au cours des différents chapitres de la these, la question de I’influence du stress sur les
neurones pyramidaux eux-mémes n’a été que peu abordée. Il est en effet difficile de déterminer
avec ces données seules si I’augmentation de 1’activité excitatrice du M1 suivant un stress chez
les WT est uniquement due a la diminution de I’activité inhibitrice, ou si I’activité des CPs est
également directement augmentée de facon indépendante. Le fait que la réponse excitatrice N1
ne soit pas potentialisée au cours du stress suppose que I’accroissement de 1’activité des CPs
pourrait étre majoritairement dii a la levée de I’inhibition exercée sur elle. Il est cependant
également possible qu’un faible contrdle inhibiteur perdure, empéchant cette potentialisation.
Des études ont démontré que le stress chronique pouvait moduler 1’arborisation dendritique des
cellules glutamatergiques des structures limbiques (Bennur et al., 2007; Cook et Wellman,
2004; Eiland et al., 2012; Gilabert-Juan et al., 2011; Radley et al., 2006; Roozendaal et al.,
2009; Sousa et al., 2000; Vyas et al., 2002), ce qui pourrait avoir des répercussions sur leur
activité. Mais de la méme facon, cela pourrait étre une conséquence des modifications de la
transmission GABAergique des neurones entourant ces neurones excitateurs. Lin et Sibille
(2015) ont démontré dans le cortex cingulaire de souris, que le stress chronique impactait
sélectivement les INs SST par rapport aux cellules pyramidales, en termes de régulation
transcriptionnelle. Le stress pourrait ainsi spécifiguement impacter les INs par rapport aux CPs
sur d’autres aspects physiologiques au sein du M1, notamment concernant la transmission

neuronale.
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Figure 20. Schéma simplifié du fonctionnement potentiel du réseau neuronal au sein du M1 chez
les animaux WT et SOD, suite a la TBS. La composante N1 serait représentative de l'activité
glutamatergique émanant des CPs au sein de la boucle supérieure du M1 (couches 2/3), et N2-P1 serait
le reflet de I'activité GABAergique issue des INs et de la boucle inférieure du M1 (couches 5/6). Chez
les WT (& gauche), suite & la TBS, les synapses inhibitrices réalisées par les INs 2 et/ou 3 sur les CPs
de la boucle supérieure seraient potentialisées. Cela conduirait & une LTD de la transmission excitatrice
(représentée par N1), diminuant I'excitabilité du M1 au niveau des couches superficielles. Au sein de la
boucle inférieure, les INs du cluster 1 pourraient réguler I'activité globale inhibitrice (correspondant a
N2-P1). Chez les SOD (a droite), les INs du 1ler cluster sont hyperexcitables et auraient une activité
augmentée suite & la TBS, conduisant & une désinhibition anormale des CPs des couches superficielles.
Cela augmenterait I'excitabilité de la boucle supérieure du M1. Un phénoméne similaire se produirait au
niveau de la boucle inférieure. L’augmentation de l'activité glutamatergique au sein des couches
superficielles pourrait renforcer les projections excitatrices des CPs qui y sont localisées sur les
neurones pyramidaux et INs inférieurs, potentialisant la désinhibition des couches inférieures. Les INs
du cluster 3 pourraient voir leur activité augmentée également mais il est difficile de déterminer si les
INs du cluster 1 prédominent sur leur activité, et/ou si leur nombre est insuffisant pour exercer une
inhibition efficace des CPs des couches inférieures. En cas de stress aigu chez les WT, 'augmentation
de I'excitabilité des INs du cluster 1 pourrait conduire a une situation similaire aux animaux SOD dans
les couches supérieures suite a la TBS. L’'absence apparente d’effets a long terme au niveau du
complexe N2-P1 pourrait étre due au caractére transitoire du stress aigu. Suite & un stress aigu chez
les SOD, l'activité de la boucle superficielle reste inchangée aprés la TBS, malgré la diminution de
I'excitabilité des INs du cluster 1, peut-étre a cause d’'une transmission GABAergique défaillante a ce
niveau. Cette méme réduction de I'excitabilité des INs du premier cluster pourrait lever la désinhibition
au niveau des couches profondes, et favoriser I'inhibition au niveau de la boucle inférieure. L’épaisseur
des fleches (excitations et inhibitions) représente la force de la connexion, I'épaisseur du contour des
INs du cluster 1 représente leur excitabilité. Plus ces traits sont épais plus ces parameétres sont élevés.
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2- L’influence du stress sur les co-transporteurs au
chlorure KCC2 et NKCC1 au sein du M1

Au cours de I’introduction a été décrit le role majeur des cotransporteurs au chlorure
KCC2 et NKCC1, faisant respectivement sortir et entrer des cellules les ions CI, dans le
maintien de I’efficacité inhibitrice de la transmission GABAergique (Ben-Ari et al., 2012). Ces
derniers sont également impliqués dans la régulation de ’axe corticotrope suite a leur
modulation par le stress et auraient une influence sur la plasticité des synapses GABAergiques
(Hewitt et al., 2009; Inoue et Bains, 2014; Sarkar et al., 2011). De plus, 1’altération de la
transmission inhibitrice du réseau neuronal spinal des souris SOD a un stade embryonnaire
mentionnée plus haut, est liée a une réduction de I’efficacité de KCC2 (Branchereau et al.,
2019). Dans I’ensemble, ces données laissaient supposer que les modifications de la plasticité
synaptique induites par le stress seraient liées a des variations de 1’expression de ces
cotransporteurs au sein du M1. De plus, la probable dérégulation de leur expression au sein du
M1 des souris SOD, pourrait entrainer des changements de plasticité spécifiques suite au stress,
et un déséquilibre des transmissions excitatrices et inhibitrices, potentiellement préjudiciable a
la SLA.

2.1- Expression de KCC2 et NKCC1 entre les souris WT et SOD

Contrairement aux résultats attendus, 1’expression globale de KCC2 ainsi que de
NKCC1 au sein du M1 se sont révélées semblables entre les animaux WT et SOD. Les études
explorant la question de I’influence de I’activité de ces cotransporteurs au chlorure dans le cadre
de la SLA se sont focalisées sur la moelle épiniére. Parmi les travaux réalisés au sein de cette
derniére structure chez la souris SOD1¢%A & un stade présymptomatique tardif, comme c’est le
cas ici, on reporte de fagon similaire une absence de changement (Madol et al., 2014) comme
une diminution de 1’expression de KCC2, sans modification de I’activité de NKCC1 (Fuchs et
al., 2010). Une conclusion possible serait que I’expression de ces deux cotransporteurs n’a pas
d’influence sur 1’état d’excitabilité du M1 de souris adultes et/ou que les potentielles variations

ne seraient visibles qu’a des stades plus précoces, ou plus avancés de la maladie.

2.2- L'effet du stress

Les travaux évaluant I’impact du stress sur I’expression de KCC2 et NKCCI dans le
cerveau mature ont été pour la plupart réalisés au sein de structures impliquées dans la

régulation de ’axe corticotrope, en particulier 1’hypothalamus et 1’hippocampe (Gao et al.,
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2017; Hewitt et al., 2009; S. Miller et Maguire, 2014; Sarkar et al., 2011; Tsukahara et al.,
2016). Globalement, ces études ont mis en évidence une diminution de I’expression de KCC2
suite au stress, parfois accompagnée de I’augmentation concomitante de 1’expression de
NKCC1 (Gao et al., 2017; Tsukahara et al., 2016). Cette réduction du ratio KCC2/NKCC1
entraine une diminution de ’efficacité de la transmission GABAergique au niveau de ces
structures suite a un stress, ayant pour conséquence une augmentation de 1’activité globale du

réseau.

L’augmentation de I’activit¢ du M1 suite au stress aigu chez les WT amenait donc a
supposer qu’elle serait accompagnée d’une diminution du ratio KCC2/NKCCI. Or, le stress
aigu a plutot entrainé une augmentation de 1’expression globale de KCC2 dans le M1, et ce sans
changement de NKCC1. De méme concernant les souris SOD, 1’accroissement de 1’activité
inhibitrice des couches inférieures aurait pu étre accompagné d’une augmentation de ce méme
ratio KCC2/NKCCI1. Aucune modification de I’expression globale KCC2 n’a été observée suite
a I’induction du stress aigu, lequel a plutdt favorisé une augmentation de I’expression de

NKCC1.

KCC2 possede un role dans la formation de nouvelles épines dendritiques, fonction
indépendante de sa capacité a réguler I’homéostasie des ions chlorures (Fiumelli et al., 2013;
Llano et al., 2015). Les phénomeénes de plasticité synaptique a long terme, de méme que le
stress, influencant également la morphologie dendritique (Bennur et al., 2007; Citri et Malenka,
2008; Cook et Wellman, 2004; Eiland et al., 2012; Gilabert-Juan et al., 2011; Musazzi et al.,
2015; Radley et al., 2006; Roozendaal et al., 2009; Sousa et al., 2000; Vyas et al., 2002), il est
possible que cette augmentation de KCC2 vise a favoriser les processus de plasticité synaptique

a long terme du M1 suite au stress chez les animaux WT.

Si I’augmentation de 1’expression de NKCC1 dans le cerveau adulte est classiquement reli¢e a
des troubles de I’inhibition (Gao et al., 2017; Tsukahara et al., 2016), ou a des processus
inflammatoires (T6th et al., 2022), il est difficile de déterminer ici quel est son rble exact chez
les souris SOD. N’étant cependant pas présente en conditions basales, chez les WT, on peut
tout de méme supposer que cette variation de I’expression de NKCCI1 reléve d’un processus

potentiellement pathologique.
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A nouveau, les variations dans ’expression des cotransporteurs au chlorure ne semblent
pas en adéquation avec les changements de plasticité synaptique induits par le stress. En effet,
le stress prénatal a conduit a une augmentation de 1’expression de KCC2, et de NKCC1 dans

une moindre mesure, chez les WT comme chez les SOD.

Les changements de 1’expression de ces transporteurs allant dans le méme sens quel que soit le
génotype, il est possible que leur réle en cas de stress prénatal réside préférentiellement dans
leurs fonctions respectives dans la formation de novo d’épines dendritiques et dans la régulation
de I’'inflammation. En accord avec cette supposition, il a été démontré que le stress prénatal
pouvait induire une atrophie de la morphologie dendritique au sein de 1I’hippocampe de rats (Jia
et al., 2010). Si un phénomeéne similaire survenait au niveau du M1, ’augmentation de KCC2
pourrait agir en tant que phénomeéne compensatoire. L’autre possibilité étant que, dans le M1
specifiquement, le stress prénatal induit plutdt une hypertrophie dendritique des CPs, favorisé
par I’action de KCC2. Un processus potentiel par lequel le stress entrainerait cette augmentation
de I’activité¢ de KCC2 serait indirectement, via la réduction de ’expression de BDNF, lequel
régule négativement ’expression de KCC2 (Issa et al., 2010; Kaila et al., 2014; Koo et al.,
2003; Luoni et al., 2014; Rivera et al., 2002). Enfin, le stress prénatal est en général associé a
des processus inflammatoires (Diz-Chaves et al., 2012; Slusarczyk et al., 2015), qui pourraient

étre sous tendus par une augmentation de NKCCL1.

Ces effets du stress, aigu comme prénatal, en apparence contradictoires, pourraient
confirmer que KCC2 comme NKCC1 ne sont que peu impliqués dans la régulation de
I’excitabilité et/ou de la plasticité du M1, du moins dans le cadre précis de cette étude.

2.3- Les limites de I"étude de I'expression globale de KCC2
et NKCC1

Dans le cadre de ce travail de thése, I’expression des cotransporteurs au chlorure a été
quantifiée en immunohistochimie de maniére globale. Cette limite technique n’a pas permis
d’aborder leur localisation cellulaire, laquelle peut dépendre du type de cellule. Dans le cerveau
mature, alors que KCC2 est spécifiquement exprimé au niveau de la majorité des neurones,
NKCCL1 est préferentiellement localisé dans les cellules microgliales (Gulacsi et al., 2003;
Virtanen et al., 2020). Il est possible que les CPs et les INs soient différentiellement enrichis en
KCC2, et/ou réexpriment NKCC1 dans des conditions favorisant les processus inflammatoires,

dans le cadre de la SLA ou en cas de stress par exemple. De telles spécificités d’expression
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selon le type cellulaire pourraient étre impliquées dans les variations d’excitabilité des INs
observées suite a I’induction d’un stress. Au sein du néocortex, cela aurait son importance
concernant les INs PV chandeliers en particulier, qui ciblent le segment axonal des CPs. Ce
dernier posseéde effectivement des synapses GABAergiques plus dépolarisées, di a I’activité
prononcée de NKCCl et a I’augmentation subséquente de [Cl1]; a ce niveau (Khirug et al., 2008;
Tremblay et al., 2016). Aussi, I’effet de I’activité de ces INs PV chandeliers serait impacté par
un changement de I’expression de KCC2 et/ou NKCC1 spécifiquement au niveau du soma des

CPs.

Enfin, KCC2 et NKCCl existent sous deux formes, active et inactive. Le passage d’une forme
a l’autre est dépendant de mécanismes de phosphorylation et/ou de déphosphorylation de
différents résidus par des kinases et phosphatases (Fukuda, 2020; H. H. C. Lee et al., 2007;
Rinehart et al., 2009). Les anticorps anti-KCC2 et anti-NKCC1 utilisés au cours de ces travaux
reconnaissant les formes active comme inactive de ces protéines sans distinction, les variations
de leur expression observées suite aux différents stress ne refletent pas nécessairement des

changements dans leur activité.
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II- L’influence du stress sur les
apprentissages et |la progression de la SLA

1- Anxiété et performances cognitives

1.1- Entre les souris WT et SOD

En accord avec le fait que prés de la moitié des patients atteints de SLA présente des
troubles comportementaux et cognitifs (Ringholz et al., 2005; Wheaton et al., 2007), les
animaux SOD a un stade présymptomatique ont démontré un comportement de type anxieux
plus élevé que les animaux WT, associé a des déficits de la mémoire spatiale. Ce type de déficit
non moteur a été décrit précédemment chez ce méme modele de souris (Kreilaus et al., 2020;
Quarta et al., 2015) et a été mis en relation avec des altérations de la transmission inhibitrice au
sein de I’hippocampe (Quarta et al., 2015; Rei et al., 2020). L’apparition de troubles anxieux
serait liée a des déficits de la transmission inhibitrice au sein des structures limbiques (Babaev
etal., 2018; Kalueff et Nutt, 2007; Wieronska et al., 2011). Il est donc probable que ’altération
précoce de la fonction GABAergique des animaux SOD participe a ce niveau d’« anxiété » plus

élevé.

1.2- L’effet du stress

Le stress prénatal n’a pas induit de modification du niveau d’anxiété des animaux. Les
données issues de la littérature a ce sujet sont hétérogénes, il semblerait que la variation du
niveau d’« anxiété » en cas de stress prénatal soit tres dépendante du protocole utilisé pour
I’induire (Akatsu et al., 2015; Baek et al., 2016; Miyagawa et al., 2011; Nishio et al., 2006;
Pallarés et al., 2007).

Pour ce qui est de la mémoire spatiale, I’influence délétére du stress a souvent été
décrite, aussi bien pour un stress aigu que pour un stress prénatal (Benoit et al., 2015; Cazakoff
et al., 2010; Ishiwata et al., 2005; Y.-A. Lee et al., 2016; Son, 2006). Dans le cadre de cette
these, les animaux WT et SOD présentaient des troubles de la meémoire spatiale suite a ces deux
types de stress. Le test de mémoire utilisé dans cette étude permettait également d’évaluer la
présence ou non de déficits de la mémoire indicée, laquelle est sous-tendue par le striatum.
Dans ce type de test, une coopération des systéemes de mémoire hippocampique et striatale

permet a I’animal de se repérer en se référant a un élément saillant de I’environnement dans
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lequel il se trouve, un indice, tout en formant une carte spatiale de ce méme environnement (A.
S. Lee et al., 2008; Poldrack et Packard, 2003). Il a été montré que cette interaction coopérative
serait défaillante en cas de stress, favorisant un systeme de mémoire striatale peu flexible au
détriment d’un systéme hippocampique plus flexible (Schwabe et al., 2007). Ici, le stress n’a
pas favorisé cette transition, mais a semblé avoir un impact a la fois sur les stratégies spatiale
et indicée, en particulier chez les souris SOD. Une explication pourrait résider dans le protocole

de stress utilisé, qui serait trop fort pour observer une telle transition.

Les déficits non moteurs observés chez les animaux SOD a un stade présymptomatique,
ne sont pas amplifiés par le stress prénatal. Ces souris présentant déja des altérations
structurelles conséquentes dans I"hippocampe et le striatum (Fogarty et al., 2017; Quarta et al.,
2015; Rei et al., 2020; Rossi et al., 2010), il est possible qu’on ne puisse pas déclencher et/ou

observer des déficits mnésiques supplémentaires suite a un stress.

2- Performances motrices

La plasticité synaptique joue un rble majeur dans les processus adaptatifs. Les
distinctions dans 1’expression de la plasticité au sein du M1 chez les souris WT et SOD

pouvaient laisser supposer un lien entre plasticité synaptique et comportements moteurs.

2.1- Entre les souris WT et SOD

Les souris SOD a un stade présymptomatique ne présentaient pas de déficits moteurs
par rapport aux souris WT. Au cours de la phase d’acquisition de la tache lors du test moteur,
ces souris ont cependant présenté une légere difficulté¢ a s’adapter a la condition la plus

exigeante.

Il est possible que cela ait un lien avec les différences d’excitabilité et/ou de plasticité corticale
entre les WT et les SOD. Le M1 est en effet impliqué dans les apprentissages moteurs
(Bhattacharjee et al., 2021; Sanes et Donoghue, 2000), et présente des modifications de sa
plasticité synaptique au cours de I’acquisition d’une tache motrice (BUtefisch et al., 2000; Chen
etal., 2015; Costa et al., 2004; Dayan et Cohen, 2011; Karni et al., 1995; Monfils et al., 2005).
Le M1 étant plus excitable chez les SOD, les phénomeénes plastiques liés a ces apprentissages
moteurs pourraient différer par rapport aux WT, de la méme facon que ce qui a été observé
suite a la TBS. Relevant d’un processus d’adaptation mis en place du fait des altérations des
transmissions excitatrices et inhibitrices, cette plasticité spécifigue du M1 des SOD leur

permettrait de réaliser la tiche motrice. Le réseau cortical n’en reste pas moins altéré et pourrait
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étre moins efficace dans la réalisation de mouvements plus complexes et/ou demandant une
adaptation fine. Le fait que les souris SOD ne se démarquent pas des WT au cours du rappel de
la tiche motrice, le lendemain, suggere une influence plus importante des modifications de la

plasticité du M1 lors de la phase d’apprentissage.

2.2- L'effet du stress

Alors que les performances motrices des souris WT et SOD n’ont pas été¢ impactées
suite a I’induction d’un stress aigu, le stress prénatal a quant a lui perturbé la fonction motrice

des animaux, quel que soit le génotype.

A nouveau, des changements spécifiques de la plasticité synaptique pourraient étre en cause
chez les animaux ayant subi un stress prénatal. De plus, I’altération des performances motrices
étant plus prononcée lors de la phase d’acquisition de la tache, on peut supposer que le stress
aurait une influence plus marquée sur 1’apprentissage moteur plutét que sur I’exécution du
mouvement en elle-méme. Cela serait concordant avec I’implication majeure du M1 dans les
apprentissages moteurs, en particulier la rétention d’une nouvelle tache motrice et les phases
les plus précoces de la consolidation (Bhattacharjee et al., 2021). L’absence d’effet du stress
aigu pourrait soutenir cette hypothése, ce dernier ayant été induit le lendemain de la phase

d’acquisition de la tache et donc apres les premieres étapes de I’apprentissage moteur.

Chez les WT, le stress (aigu ou prénatal) augmente 1’activité globale du M1, alors qu’il
tend a la diminuer chez les SOD. Malgré cette différence au niveau des phénomenes plastiques
lorsque I’on compare les animaux WT et SOD stressés entre eux, aucune différence
comportementale n’a été relevée entre ces mémes souris. Bien sir, I'une des possibilités serait
que ces changements au sein du M1 n’aient pas d’influence sur les comportements moteurs.
Cependant, en conditions physiologiques, 1’augmentation de 1’excitabilité du M1 a été reliee
aux apprentissages moteurs (Coxon et al., s. d.; Kolasinski et al., 2019; Maruyama et al., 2021).
Dans ce cas, ’augmentation de 1’activité globale du M1 suite au stress chez les WT permettrait
de favoriser 1’acquisition d’aptitudes motrices, et ce afin d’assurer une adaptation
comportementale optimale. Pourtant, chez les SOD, le stress tend, au contraire, a diminuer
I’activité globale du M1, ce qui irait a ’encontre de cette idée. Il est cependant a garder en
mémoire que le réseau cortical des animaux SOD est hyperexcitable (Brunet et al., 2020). Il est
possible que cette réduction d’activité du M1 constitue la réponse adaptative au stress, mise en
place par les SOD, pour diminuer I’excitabilité globale du cortex, phénomeéne indispensable a

I’instauration de stratégies motrices appropriées chez ces souris. En d’autres termes, pour

184



adapter les comportements a une situation, le stress engagerait des modifications de 1’activité
neuronale visant a promouvoir son fonctionnement optimal dans le cadre de ladite situation.
Toutefois, une modification initiale du réseau, tel que c’est le cas pour les souris SOD,
pourraient s’opposer a cette adaptation et induire des changements spécifiques de 1’activité
neuronale. 1l a en effet été montré que les conséquences d’une stimulation a haute fréquence,
sur la plasticité synaptique, dépendent de 1’état initial d’excitabilité du réseau de la structure
concernée (Barnes et al., 1994; Nguyen-Vu et al., 2017). De plus, les performances dans un
apprentissage varient en fonction de I’historique d’activité des synapses des structures engagées
dans la réalisation de la tache (Barnes et al., 1994; Nguyen-Vu et al., 2017). Le stress, en tant
que réponse adaptative, induirait donc des changements homéostasiques de la plasticité

synaptique, dont I’impact varierait en fonction de 1’état initial d’excitabilité du M1.

Les effets délétéres du stress prénatal sur la fonction motrice pourraient cependant aller
a I’encontre de cette hypothése. Or, contrairement au stress aigu qui est transitoire par
définition, et qui déclenche des réponses physiologiques, ce n’est pas le cas du stress prénatal.
Ce dernier induit un grand nombre de modifications pouvant perdurer ou avoir des
conséquences sur le long terme. Parmi elles, le maintien d’un état d’excitabilité et/ou de
modifications de la plasticité synaptique durables qui pourrait avoir des conséquences néfastes

sur les neurones corticaux.

3- L’influence du stress sur I’évolution de la SLA

Bien que le stress prénatal n’ait pas influencé la survie des animaux SOD, ces souris ont
eu tendance a présenter des symptdomes moteurs de la SLA plus précocement, suggérant un

potentiel effet délétere du stress dans I’évolution de la SLA.

Les effets relativement légers ici du stress prénatal pourraient étre dus au protocole de stress
utilisé. En effet, selon les etudes et la méthode employée pour induire un stress prénatal, ce
dernier ne conduit pas aux mémes conséquences, voire n’a pas d’effet (Miyagawa et al., 2011).
I1 est également possible que le test utilisé pour évaluer 1’évolution des symptomes ne soit pas
assez fin, associé a la progression extrémement rapide de la pathologie chez le modéle

SOD1%%A, qui pourrait masquer d’éventuels effets du stress.

Sur le plan anatomique, I’absence de connexions monosynaptiques entre les neurones moteurs
supeérieurs et inférieurs d’une part, et les capacités de compensation du systéme moteur murin

d’autre part, font que les capacités motrices des souris ne reposent pas sur la voie corticospinale
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comme les primates humains (Lemon, 2008). Aussi, si selon le modéle corticofuge de la SLA,
la dégénérescence des neurones moteurs supérieurs participe grandement a celle des neurones
moteurs inférieurs (Brunet et al., 2020; Gunes et al., 2020), il se pourrait que cette influence
soit moindre chez les souris, pouvant également expliquer cette absence d’effet majeur du

stress.

Au-dela du cortex 1’effet du stress pourrait résider dans la présence, au niveau de la moelle
épiniére, de récepteurs aux GCs (Marlier et al., 1995). A ce sujet, des lésions de la moelle
épiniére ont été associées a 1’apparition de troubles anxieux et/ou de troubles de I’humeur chez
I’Homme (Pollock et al., 2017; Post et van Leeuwen, 2012). Bouchard et Hook (2014) ont
postulé que le stress constituerait un facteur modulateur de la rémission suivant une Iésion de
la moelle épiniere, possiblement en impactant les processus inflammatoires. 1l serait intéressant
de déterminer dans quelle mesure un stress psychogénique, comme celui utilisé au cours de
cette étude, pourrait influencer le réseau spinal des souris et quelles en seraient les conséquences

sur la progression de la SLA.
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Perspectives

Afin d’approfondir la caractérisation de I’influence du stress sur le M1, une premiére
étape serait de precisement identifier la nature des INs du réseau en associant a 1’étude
électrophysiologique des propriétés des neurones GABAergiques des analyses
complémentaires moléculaire et morphologique. Il serait alors possible dans un second temps
de cibler spécifiquement ces INs, pour les activer ou les inhiber a I’aide de techniques
d’optogénétique. Conjugué a des approches ¢électrophysiologique et comportementale, cela
permettrait d’évaluer la contribution de chaque groupe d’INs dans la plasticité du réseau M1-
M1 et les comportements moteurs, et de déterminer avec précision les INs dont I’activité

peuvent mimer ou non les conséquences d’un stress.

Par ailleurs, concernant les comportements moteurs, il serait judicieux d’employer des
tests évaluant plus spécifiquement la motricité fine, par exemple en utilisant des tests de
« reaching » et de « grasping ». Le M1 est en effet particulierement engagé dans la réalisation
de gestes fins nécessitant de la dextérité (Hamano et al., 2021; Jadavji et Metz, 2008; G. A.
Metz et al., 2005), et I’utilisation de tels tests permettrait peut-étre de mieux apprécier I’impact

du stress sur la motricité.

Le fonctionnement du réseau neuronal au sein du M1 évoqué dans le cadre de ce travail,
combinant les données obtenues et celles issues de la littérature, reste spéculatif. Par exemple,
nous avons considéré ici que I’agencement entre CPs et INs était similaire au sein des boucles
supérieure et inférieure du M1. Or ce n’est peut-&tre pas le cas, les r6les fonctionnels de ces
deux réseaux interconnectés étant différents, la boucle supérieure jouant un réle dans
I’intégration de I’information et la boucle inférieure dans I’envoi d’efférences vers d’autres
structures sous-corticales (Tremblay et al., 2016). Afin de parfaire notre compréhension de
I’effet du stress au sein du M1, il serait important de mieux caractériser I’agencement du réseau
spécifiqguement au sein du cortex moteur. A cette fin, des approches électro-anatomique et
optogénétique basées sur la technique de photostimulation, associées a 1'usage de lignées

murines transgéniques et/ou I’injection de traceurs rétrogrades pourraient étre utilisées.

Ce travail de these étant a visée exploratoire, les liens entre cotransporteurs au chlorure
et stress restent corrélatifs. Le blocage de ces protéines au sein du M1 a I’aide d’antagonistes
suite a un stress, préalablement a 1’étude de la plasticité du réseau M1-M1, pourrait permettre

de confirmer ou non leur implication dans les changements plastiques liés a la réponse au stress.
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De plus, comme déja évoqué au cours de cette discussion, il serait pertinent de précisément
caractériser la localisation cellulaire de ces récepteurs, a [I’aide de techniques
d’immunohistochimie, afin de mieux comprendre leur role dans le fonctionnement du réseau

cortical mature, et ce que cela implique en cas stress.

Au cours de ces travaux, deux types de stress se sont révélés capables d’influencer le
fonctionnement du M1. Un stress aigu, conduisant a une réponse physiologique, ainsi qu’un
stress prénatal, ayant des répercussions a plus long terme, potentiellement déléteres pour la
fonction motrice et 1’évolution de la SLA. Qu’en est-il du stress chronique ? Ce dernier a été
mis en jeu dans I’apparition de troubles de I’humeur, anxieux et cognitifs (Fogaca et Duman,
2019; Gellner et al., 2022; Graybeal et al., 2011; McEwen et al., 2016), mais également dans le
cadre de maladies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson
(Dallé et Mabandla, 2018; Hoeijmakers et al., 2017; Piirainen et al., 2017; Sotiropoulos et
Sousa, 2016; van Wamelen et al., 2020). Il est tout a fait probable qu’un stress chronique ait
également un impact sur le M1 et les fonctions motrices. L’étude de ce type de stress sur
I’excitabilité et la plasticité du M1 ainsi que sur les comportements moteurs pourrait s’avérer

particulierement pertinente dans le contexte lié a la SLA.

La notion de sensibilité au stress, et donc de vulnérabilité, n’a pas été abordée dans le
cadre de cette these. Or, il existe une variabilité interindividuelle importante dans les réponses
physiologiques et comportementales dues au stress. Aussi, si tous les individus sont
potentiellement sensibles au stress, 1’apparition de pathologies qui lui sont liées ne concerne
qu’une minorité de sujets. La vulnérabilité au stress a été associée a une dérégulation de I’axe
corticotrope et serait liée a des altérations génétiques comme épigénétiques. Elle toucherait de
plus en particulier les circuits neuronaux inhibiteurs de la réponse de stress, notamment en lien
avec I’hippocampe et le cortex préfrontal (Ebner et Singewald, 2017). Il serait intéressant de
déterminer dans quelle mesure cette sensibilité interindividuelle influence le fonctionnement
du M1 suite a un stress, ainsi que ses conséquences sur le développement de la SLA. Dans le
contexte de ce travail, une premiére étape serait d’augmenter le nombre d’animaux par groupe,
afin de mettre en évidence la présence potentielle de sous-catégories selon la sensibilité au stress
des souris, via une mesure des taux de GCs en réponse a un stress, et de corréler ces reésultats

avec les données électrophysiologiques et immunohistochimiques.

L’intégralité de cette étude a été réalisée chez des souris males. Or, il existe un
dimorphisme sexuel dans la réactivité de 1’axe corticotrope suite a un stress, se traduisant par

une activation plus robuste chez les femelles (Heck et Handa, 2019; Oyola et Handa, 2017; Sze
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et Brunton, 2020). Les conséquences du stress sont également distinctes entre méles et femelles.
Il n’impacte pas de la méme maniére la transmission neuronale et la morphologie des structures
limbiques, et n’induit pas les mémes conséquences comportementales (Duman et al., 2019;
Jadavji et Metz, 2008; Sze et Brunton, 2020). Les femmes tout comme les rongeurs femelles
sont par ailleurs plus sensibles a I’installation de troubles de I’humeur ou de troubles anxieux
(Sze et Brunton, 2020). Parallelement a cela, la progression de la SLA semble évoluer plus
lentement chez les femelles (Kreilaus et al., 2020; Molnar-Kasza et al., 2021). 1l apparait ainsi
impératif d’évaluer les effets du stress sur le M1 chez les femelles, ainsi que ses consequences
en cas de SLA, selon les mémes parametres que ceux présentés ici afin de rendre possible des
comparaisons selon le sexe. La lignée murine SOD1%%%*A pourrait étre utilisée a cet effet, avec
cependant la nécessité de controler quotidiennement 1’évolution du cycle ovarien des souris. La
difficulté de 1’étude réside dans la multitude de groupes qui en découle : au-dela de la séparation
WT et SOD et des sous-ensembles stress et non stress, il serait en effet pertinent d’évaluer
I’effet du stress selon les taux d’cestrogenes circulants au cours du cycle ovarien. Chez la souris,
ce dernier est d’une durée de 4-5 jours et est constitué de 4 phases (proestrus, estrus, metestrus
et diestrus) (Byers et al., 2012). La formation d’au minimum deux sous-groupes
supplémentaires serait alors nécessaire, pour évaluer 1’effet du stress en cas d’une concentration

en cestrogenes €levée (stade de 1’estrus) ou non (regroupant les autres phases du cycle).

Enfin, les travaux menés au cours de cette these ont mis en évidence I’influence du
stress sur I’activité du M1. Qu’en est-il de la réciproque ? Si I’amygdale envoie des afférences
au niveau du cortex moteur (Grézes et al., 2014; Kita et Kitai, 1990; Morecraft et al., 2007), il
n’y a pas, a notre connaissance, de données évaluant s’il s’agit d’une relation bidirectionnelle
(Schonfeld et Wojtecki, 2019). Le M1 des rongeurs comme des primates humains et non
humains envoie cependant des projections au niveau des glandes surrénales (Dum et al., 2019),
il n’est donc pas exclu qu’il régule la réponse de stress. Une premiere approche
électrophysiologique in vivo, stimulant le M1 et enregistrant la réponse neuronale de
I’amygdale, en cas de stress ou non, pourrait constituer un premier pas dans la compréhension

de I’influence supposée du M1 dans la régulation de la réponse au stress.
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Conclusion

Le stress, en tant que réponse adaptative, conduit dans sa finalité a la mise en place de
comportements moteurs spécifiques, afin de faire face a une situation pergcue comme
menacante. En accord avec ce réle clé du stress, ce travail de recherche a mis en avant son
impact sur une aire cérébrale non limbique, le cortex moteur primaire (M1), structure majeure
du contrdle des mouvements volontaires. L utilisation de la lignée murine transgénique, modele
de la SLA, SOD1%%A (SOD), a révélé non seulement I’influence a court terme d’un stress aigu,
mais également celle a long terme d’un stress prénatal, sur le M1 en conditions physiologiques
chez les animaux WT et pathologiques chez les souris SOD. Si ces deux types de stress
semblent moduler 1’excitabilité du M1 de la méme maniére, cet effet s’avére dépendre du
génotype des souris, augmentant cette excitabilité chez les WT tout en la diminuant chez les
SOD. Ces modifications du réseau neuronal au sein du M1 suite a un stress pourraient avoir
leur importance dans 1I’adaptation des comportements moteurs, mais également dans 1’évolution
de la SLA. En effet, si le stress aigu entraine une réponse adaptative physiologique, ce n’est pas
nécessairement le cas du stress prénatal. Ce dernier entraine effectivement des troubles de la
fonction motrice, et pourrait potentiellement précipiter le développement des symptémes
moteurs dans le cadre de la SLA, bien que les effets observés soient limités, probablement du
fait de la moindre importance du M1 dans le fonctionnement du systeme moteur murin. Cela
n’en laisse pas moins soupgonner que le maintien d’un déséquilibre entre excitations et
inhibitions au sein du M1, suite a un stress, participe aux déficits déja présents au sein du réseau
cortical moteur observés dans la SLA. Il apparait nécessaire d’étendre nos connaissances sur
les mécanismes physiologiques sous-tendant I’influence du stress sur le M1, afin de mieux en
apprécier les conséquences dans le cadre d’un réseau cortical moteur altéré. Enfin, si ces
données ont souligné I’influence du stress sur le M 1, il convient également d’explorer la relation
inverse, afin de déterminer dans quelle mesure le cortex moteur pourrait réguler la réponse au

stress.
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