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Chapitre | : La schizophrénie

Le concept de schizophrénie (SCZ) a été introduit en 1896 sous le terme de Dementia Praecox
par le psychiatre allemand Emil Kraepelin (Kraepelin, 1919). Il I'avait décrite comme une
maladie unique présentant trois formes cliniques distinctes : I’'hébéphrénie (comportement
désorganisé et incongru), la catatonie (agitation, incohérence) et la démence paranoide
(délire de persécution et de grandeur). C'est en 1911 que Eugen Bleuler, psychiatre suisse, a
repris sous le terme schizophrénie cette maladie en la définissant comme une psychose
caractérisée par la dissociation des fonctions psychiques (Bleuler, 1911). Aujourd’hui, la SCZ,
touche environ 1 % de la population mondiale avec un sexe ratio de 1.42 et un age d’apparition
situé entre 15 et 25 ans et qui peut aller jusqu’a 35 ans chez les femmes (Aleman et al., 2003;

Lee et al., 2018).

1.1. Etiologie de la maladie

La SCZ est une maladie multifactorielle avec une étiologie encore méconnue. Cependant, il est
acquis aujourd’hui que l'interaction entre plusieurs facteurs de risque tels que des facteurs
génétiques, environnementaux précoces et tardifs ainsi que des facteurs épigénétiques, serait
a l'origine de I'apparition des symptémes et du développement de la maladie (pour revue voir

: Davis et al., 2016) (Figure 1).
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Figure 1. Schéma représentant un modeéle d’apparition progressive de la schizophrénie.

Plusieurs facteurs de risque environnemental ont été identifiés selon la période : des complications obstétricales
durant la grossesse, des traumatismes durant I'enfance tels que de la maltraitance, des phénomeénes migratoires
ou les antécédents familiaux durant la petite enfance et des abus de substance (alcool, drogue), un stress
psychosocial ou des comorbidités (anxiété, dépression, tabagisme) durant I'adolescence et chez I'adulte. Ces

1
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facteurs environnementaux associés a des facteurs génétiques (modifications des génes) participent au
développement de la maladie. Trois stades distincts peuvent alors étre déterminés : le stade pré-morbide
asymptomatique ou latent durant I’enfance. Le stade prodromique ou le risque de développer une psychose est
tres élevé (on parle de patients a ultra haut risque UHR : Ultra High-Risk). Ces patients ont quelques déficits
fonctionnels. Puis, le stade chronique qui intervient aprés un premier épisode psychotique ol les symptomes
sont présents et ou le diagnostic clinique a pu étre établi. A partir du premier épisode psychotique, une prise en
charge peut étre mise en place mais, des rechutes (recrudescence de certains symptémes) peuvent aussi avoir
lieu. Adapté de (Millan et al., 2016).

1.1.1. Vulnérabilité génétique
Les premieres études qui ont mis en évidence une vulnérabilité génétique s’intéressaient a
I’"héritabilité de la SCZ au sein de familles dans lesquelles un ou plusieurs membres étaient
touchés par la maladie. C'est notamment en étudiant des jumeaux homozygotes qu’il a été
observé que si I'un des deux jumeaux développait la maladie, 'autre avait jusqu’a 45 % de
risque de la développer a son tour (Chou et al., 2017; Mortensen et al., 1999; Sullivan et al.,
2003). Chez les jumeaux hétérozygotes, ce risque tombe a 18 % et moins de 5 % pour des

cousins, cousines, oncles ou tantes (McGue and Gottesman, 1991).

De nombreuses études d’hybridation génomique et pangénomiques d’association (Genome-
Wide Association Studies, GWAS) ont par la suite identifié au niveau de I’ADN des loci porteurs
de polymorphismes au niveau d’un nucléotide simple (Single Nucleotide Polymorphism ou
SNP) ou de variations au niveau du nombre de copies (Copy Number Variant ou CNV) (lyegbe

and O’Reilly, 2022; Merikangas et al., 2022; Smeland and Andreassen, 2022) (Figure 2).

Figure 2. Résumé des différentes mutations
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Current Opinion in Behavioral Sciences

mutations sur des alleles nouvellement
formés (« De novo alleles »), sur des alleles
rares (« Rare alleles ») ainsi que sur des alléles
communs (« common alléles ») comme étant
impliqués dans la schizophrénie. MAF : minor
allele frequency ; OR : odds ratio ; CNV : copy
number variation ; SNV : single nucleotide
variant ; indel : insertion/deletion ; ARC :
activity-requlated  cytoskeleton-associated
NMDAR

receptor ; FMRP : fragile X mental retardation

protein ; N-methyl-d-aspartate
protein ; BD : bipolar disorder ; MDD : major
depressive disorder ; ASD : autism spectrum
disorder. Issu de (Rees et al., 2015).
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Les genes identifiés (Tableau 1) jouent pour la plupart un réle dans des processus cérébraux
physiologiques ou pathologiques incluant la croissance neuronale, I’architecture neuronale,
les mécanismes inflammatoires (pour revue : Smeland et al.,, 2020) et la communication
neuronale impliquant différents systemes de neurotransmission comme les systéemes de
I’acide y-aminobutyriquergique (GABAergique), dopaminergique ou encore glutamatergique,
notamment via les récepteurs du glutamate de type N-Methyl-D-Aspartate (NMDAR)
(Wahbeh and Avramopoulos, 2021). Le géne Disrupted in Schizophrenia 1 (DISC1) est I'un des
génes ou de nombreux polymorphismes sont fréquemment mis en évidence dans les cohortes
de patients atteints de SCZ (Mathieson et al., 2012; Millar et al., 2000; Wang et al., 2018).
DISC1 est connu pour jouer un role primordial dans le développement ainsi que la régulation
de différents systéemes de neurotransmission (Brandon and Sawa, 2011a). Il est ainsi impliqué
dans la régulation de la signalisation dopaminergique en interagissant avec d’autres genes
comme celui qui synthétise I’enzyme catechol-O-methyl transferase (COMT), gene également
associé a la physiopathologie de la SCZ (Lewandowski, 2007; Nicodemus et al., 2007). DISC1
joue aussi un role important dans la neurotransmission glutamatergique en interagissant, par
exemple, avec la protéine kinase interagissant avec TRAF2 et NCK (Traf2- and Nck-interacting
kinase, TNIK) qui régule la dégradation de la sous-unité GLUR1 du récepteur ionotropique
Acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique (AMPA) du glutamate (Wang et
al.,, 2011). D’autre part, DISC1 interagit avec le gene de la sérine racémase (SR) ou des
polymorphismes ont été identifiés chez certains patients SCZ (Goltsov et al., 2006; Jacobi et
al., 2019; Ma et al., 2013; Morita et al., 2007). Le géne SR code pour une enzyme localisée au
niveau neuronal (Balu et al., 2014) qui, a partir du précurseur L-sérine, synthétise I'acide aminé
D-sérine (Wolosker et al., 1999a), un des co-agonistes endogenes indispensables a I'activation
des NMDAR du glutamate (Wolosker, 2007). Des études cliniques ont mis en évidence des
taux de D-sérine anormalement réduits dans le liquide céphalo-rachidien et le cerveau post-
mortem de patients atteints de SCZ, ainsi que des polymorphismes du géne SR associés a la
pathologie (Goltsov et al., 2006; Jacobi et al., 2019; Labrie et al., 2009; Morita et al., 2007,
Nakazawa and Sapkota, 2020a; Yamada et al., 2005). Au niveau préclinique, la délétion totale
de I'exon 1 du gene SR (SR-Knock-out; SR-KO) réduit d'au moins 90 % les niveaux de D-sérine
dans le cerveau de souris et est associée a des troubles du comportement tels qu'une
hyperactivité et un déficit de mémoire, mimant ainsi certains aspects de la maladie (Basu et

al., 2009; Labrie et al., 2009; Ploux et al., 2020).
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Tableau 1. Liste non-exhaustive de facteurs génétiques associés a la schizophrénie.
SNP : single nucleotide polymorphism ; CNV : Copy Number Variant. Adapté de (Harrison, 2015)

Locus Geéne Dénomination Références
12¢24.11 DAO D-amino acid oxidase Verrall et al., 2010
1q42.2 DISC1 Disrupted in schizophrenia-1 Brandon & Sawa, 2011a
2q33-34 ERBB4 Receptor tyrosine kinase erbB4 Mei & Xiong, 2008
o 5qg33.2 GRIA1 AMPA receptor subunit 1 (GluA; GIluR1) Barkus et al., 2014
z 16p13.2 GRIN2A NMDA receptor subunit 2A (GIuN2A; NR2A) Paoletti et al., 2013
7q21.11-12 GRM3 Metabotropic glutamate receptor 3 (mGlu3) Harrison et al., 2008
8pl2 NRG1 Neuregulin 1 Mei & Nave, 2014
17p13.3 SR Serine racemase Balu et al., 2013
18qg21.2 TCF4 Transcription factor 4 Forrest et al., 2014
11q13.5 MAP6 Microtubule-associated protein 6 Shimizu et al., 2006
Locus Sigle Dénomination Références
; 22q11.2 22qDS 22q11.2 Deletion Syndrome Bassett et al., 2000
O 15g13.3 / 15q13.3 Recurrent Deletion van Bon et al., 1993
16p11.2 / 16p11.2 deletion and duplication Chang et al., 2017

1.1.2. Facteurs environnementaux

Les polymorphismes génétiques décrits précédemment permettent d’induire un état de
vulnérabilité qui augmente le risque de développer la SCZ. Cependant, ces polymorphismes
génétiques seuls ne suffisent pas, et une association avec un ou plusieurs facteurs
environnementaux est nécessaire pour induire la maladie (Davis et al., 2016; Fisar, 2023). Ces
facteurs environnementaux peuvent intervenir in utero, précocement (durant la petite
enfance) ou plus tardivement (durant I'adolescence et chez le jeune adulte) (Davis et al., 2016;
Debnath et al., 2015). Le stress périnatal (infection par un virus, carence nutritionnelle,
complications obstétricales avec hypoxie, etc.) est un facteur critique qui va perturber le
développement du cerveau du foetus (Boog, 2003; Paquin et al., 2021). Aprés la naissance, un
stress important, qui peut étre induit par des abus physiques/sexuels, le déplacement de
population et/ou la consommation de drogues, est également susceptible d’impacter le
développement de I'enfant / adolescent et d’augmenter le risque de développer la SCZ (Davies
et al., 2020). Ces événements traumatisants durant I'enfance sont des facteurs largement
étudiés dans le contexte de la SCZ (Larsson et al., 2013; Misdrahi, 2016; Okkels et al., 2017) et
le stress engendré a la suite d’un épisode traumatisant va induire des modifications de I'axe
hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien (HPA pour hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
(Emack et al., 2008; Van Voorhees and Scarpa, 2004), provoquer une perte neuronale au
niveau de I'hippocampe (Ruby et al., 2017, 2014) et induire des déficits cognitifs comme des

troubles de la mémoire, de I'attention et de I'apprentissage (Gabinio et al., 2018; Trovado et
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al., 2022). Egalement, le stress peut induire des modifications épigénétiques chez les patients
atteints de SCZ (Bonsch et al., 2012; Khan et al., 2022; Ruby et al., 2014). Les mécanismes
épigénétiques sont décrits comme des « changements dans I'activité des génes, n’impliquant
pas de modification de la séquence d’ADN et pouvant étre transmis lors des divisions cellulaires
» (Bourc’his, 2015). Ceux sont des mécanismes réversibles, induits a la suite de modifications
environnementales et inclut par exemple une méthylation de I’ADN ou une modification des
histones (Babenko et al., 2015; Cavalli and Heard, 2019; Dolinoy et al., 2007; Sutherland and
Costa, 2003). Des études chez I'animal ont notamment mis en évidence des modifications
épigénétiques a la suite d’'une modification du comportement maternel ou d’un isolement

social (Siuda et al., 2014; Weaver et al., 2004; Zhang et al., 2010).

1.2. Atteintes comportementales et physiopathologiques

1.2.1. Triade de symptomes
La SCZ est une maladie hétérogéne dont les symptémes varient d’un patient a un autre. Les
symptdémes de la maladie ont été classés en trois catégories : les symptémes productifs ou
positifs (comprenant des hallucinations et des délires), les symptomes déficitaires ou négatifs
(comprenant I'émoussement affectif, le retrait social, des pensées stéréotypées, des troubles
de la pensée) et les déficits cognitifs (troubles de la mémoire de travail et des fonctions
exécutives). Néanmoins, le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux V (DSM-
V, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V) classe les symptémes de cette
maladie en 5 catégories incluant les idées délirantes, les hallucinations, le discours
désorganisé, le comportement grossierement désorganisé ou catatonique et les symptomes
négatifs (incluant la réduction de I'expression émotionnelle et I'aboulie) (Biedermann and
Fleischhacker, 2016; Center for Behavioral Health Statistics and Quality, 2016; Tandon et al.,
2013). Le diagnostic clinique se fait a I'aide du DSM-V ainsi que de la classification
internationale des maladies-11 (ICD-11, International Classification of Diseases 11th Revision)
et d’échelles de quantification comme la Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS ; Kay
et al., 1987 ; Figure 3), la Scale for the Assessment of Negative Symptoms (SANS ; Andreasen,
1989; Dollfus et al., 2019) et la Scale for the Assessment of Positive Symptoms (SAPS ;
Andreasen, 1986). La SANS et la SAPS sont davantage utilisées en recherche clinique puisque
ces échelles se basent uniquement sur I’entretien avec le patient, sans questionnement des

aidants. La PANSS quant a elle, est davantage utilisée comme outil de diagnostic et prend en
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compte I'entourage du patient ainsi que d’autres symptémes pouvant étre associés a la SCZ

notamment I'anxiété, la désorientation ou les troubles psychomoteurs (Kay et al., 1987).

ity g?é ]
I

Echelle positive
P1 ldées délirantes. 1234567
P2 Désorganisation conceptuelle, 1234567
P3 Activité hallucinatoire. 1234567
P4 Exeitation. 1234567
P5 Idées de grandeur. 1234567
Pé Méfiance/Perséeution. 1234567
P7 Hostilité. 1234567
Echelle négative
N1 Emoussement de I'expression des émotions 1234567
N2 Retrait affectif. 1234567
N3 Mauvais contact. 1234567
N4 Repli social passiffapathique. 1234567
N§ Difficultés d'abstraction. 1234567
N6 Absence de spontanéité et de fluidité dans la 1234567

conversation.
N7 Pensée stéréotypée. 1234567
Echelle psychopathologique générale
G1 Préoccupations somatiques. 1234567
G2 Anxiété 1234567
G3 Sentiments de culpabilité. 1234567
G4 Tension 1234567
GS Maniérisme et troubles de la posture. 1234567
Go6 Dépression. 1234567
G7 Ralentissement psychomoteur. 1234567
GS8 Mangque de coopération. 1234567
G9 Contenu inhabituel de la pensée. 1234567
G10 Désorientation. 1234567
G11 Mangque d'attention. 1234567
G12 Mangque de jugement et de prise de consciencede 1234567

la maladie.
G13 Trouble de la volition. 1234567
G14 Mauvais controle pulsionnel. 1234567
G15 Préoccupation excessive de so1 (tendances 1234567

autistiques).
G16 Evitement social actif. 1234567

Figure 3. Echelles de la PANSS utilisées pour le diagnostic de la schizophrénie.

Trois échelles sont utilisées pour le diagnostic clinique de la maladie : une échelle évaluant les symptomes
productifs (échelle positive) comprenant les items de P1 a P7, une échelle négative pour les symptomes
déficitaires allant de N1 a N7 et une échelle psychopathologique générale allant de G1 a G16. Ces échelles
contiennent différents items dont la cotation comprenant 7 niveaux de sévérité allant de 1 - absent au niveau 7
- extréme. Issue de (Kay et al., 1987).
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1.2.2. Atteintes anatomiques et fonctionnelles
Associées a l'apparition des symptomes, des atteintes de I'intégrité anatomique cérébrale ont
été observées chez les patients atteints de SCZ (pour revue : Fitzsimmons et al., 2013). Des
études de neuroimagerie ont mis en évidence une réduction du volume cérébral incluant aussi
bien la substance grise que la substance blanche notamment au niveau du corps calleux
(Kraguljac et al., 2021; Madigand et al., 2019; Stauffer et al., 2021) et qui serait notamment
liée aux modifications génétiques et épigénétiques retrouvés chez les patients (Berdenis van
Berlekom et al., 2021; Liu et al., 2015). Une étude d’imagerie par résonance magnétique
structurelle (IRM) a mis en évidence une réduction du volume des lobes préfrontal et temporal
(principalement le temporal médian et notamment de I’hippocampe) chez les patients atteints

de SCZ (Buckley, 2005; Downhill et al., 2001; Herold et al., 2013; Stefanis et al., 1999).

Des perturbations de la connectivité cérébrale, analysées en imagerie et a l'aide de
I’électroencéphalographie (EEG), ont également été rapportées chez les patients, notamment
au niveau des circuits thalamo-cortical et fronto-temporal (Skatun et al., 2018; Vitolo et al.,
2017; Zhao et al., 2018) (Figure 4). D’autres études ont mis en évidence une perturbation des
rythmes cérébraux chez les patients a ultra haut risque (Kim et al., 2022; Ramyead et al., 2016)
durant le premier épisode psychotique (Alexander et al., 2009; Tada et al., 2016; Wang et al.,
2018) mais, aussi durant les phases chroniques de la maladie (Uhlhaas, 2013; Uhlhaas and
Singer, 2010). Ces rythmes cérébraux sont associés a des fonctions cérébrales comme le cycle
veille-sommeil, la mémoire, |'apprentissage ou encore les processus d’intégration
sensorimotrice, fonctions altérées dans la SCZ (Ferrarelli, 2021; Herrmann and Demiralp,

2005; Uhlhaas and Singer, 2010, 2006).

Figure 4. Etude en imagerie de la connectivité fonctionnelle
thalamo-corticale dans la schizophrénie.

Analyses par voxel du cerveau humain de [I'activation
thalamique (en vert) chez le sujet sain (bleu) et les patients
atteints de schizophrénie (en rouge). Une réduction
significative de la connectivité thalamique a été observée chez
les patients schizophrénes. Issu de (Skatun et al., 2018).
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A un niveau plus cellulaire, des atteintes de la plasticité synaptique fonctionnelle sont
observées dans les études précliniques. La plasticité cérébrale est définie comme une
modification des mécanismes neuronaux aboutissant a une réorganisation des connexions
neuronales. On |'observe notamment au cours du développement ou lors d’'un apprentissage
(pour revue voir : Magee & Grienberger, 2020). Un des mécanismes de cette plasticité est la
neurogenese (Emsley et al., 2005), présente au niveau de I’hippocampe, et qui joue un réle
dans les processus d’apprentissage et de mémoire (DeCarolis and Eisch, 2010; Deng et al.,
2010; Fares et al.,, 2019). Certains facteurs génétiques de la SCZ peuvent perturber la
neurogeéne, c'est notamment le cas d’une mutation du géne DISC1 qui induit des modifications
structurelles au niveau de I’hippocampe avec une augmentation anormale du développement
dendritiqgue ou encore une hypertrophie des corps cellulaires des neurones (Callicott et al.,

2005; Duan et al., 2007).

1.2.3. Atteintes des systémes de neurotransmission

Bien qu’il soit aujourd’hui admis que la SCZ est une maladie multifactorielle et que certains
facteurs de risque ont été identifiés, les mécanismes sous-jacents restent encore mal connus.
Un dysfonctionnement du systeme dopaminergique a été la premiere hypothése étudiée pour
expliquer I'apparition de la pathologie (Bowers, 1974; Davis et al., 1991). En effet, une
hyperactivité dopaminergique de la voie mésolimbique serait a |'origine du développement
des symptémes productifs (McCutcheon et al., 2019). Des études post-mortem ont ainsi mis
en évidence une augmentation de la concentration en dopamine au niveau du striatum des
patients (Bird et al., 1977; Kegeles et al., 2010; McCutcheon et al., 2019). En paralléle, une
hypoactivité dopaminergique a été mise en évidence au niveau de la voie mésocorticale
associée avec les symptomes déficitaires et les déficits cognitifs (Lee & Goto, 2015;
McCutcheon et al., 2019). Par la suite, I'observation de symptémes similaires a la maladie
apres prise d’antagonistes des NMDAR, comme la kétamine, a permis de mettre en évidence
I'implication du systéme glutamatergique dans le développement de la SCZ (Beck et al., 2020;
Buck et al.,, 2022; Krystal et al., 1994). En effet, a I'aide de techniques d’imagerie, une
diminution du taux de glutamate a été observée chez les patients SCZ corrélée avec un
hypofonctionnement des NMDAR ainsi qu’une diminution du volume thalamique et
hippocampique (pour revue voir : Howes et al., 2015; Stone, 2009; Uno and Coyle, 2019). De

plus, l'utilisation chez le rongeur d'antagonistes non compétitifs des NMDAR, comme la
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phencyclidine, la dizocilpine (MK-801) ou la kétamine, permet de mettre en évidence des
altérations comportementales (déficit de la mémoire de reconnaissance, déficit
d’apprentissage et de sociabilité, hyperactivité) rappelant les symptomes productifs,
déficitaires et les déficits cognitifs de la SCZ (Kruse and Bustillo, 2022; McLean et al., 2010;
Smith et al., 2011).

Outre les systémes dopaminergique et glutamatergique, d’autres systémes de
neurotransmission ont également été étudiés. C'est le cas du systéme GABAergique pour
lequel il est observé chez des patients SCZ une perte d’interneurones GABAergiques
notamment ceux contenant la parvalbumine et la somatostatine (Beasley and Reynolds, 1997;
Lewis et al., 2012; Volk et al., 2012), des altérations de |'’expression des enzymes de synthese
de I'acide y-aminobutyrique (GABA), les décarboxylases 1 et 2 de |'acide glutamique (GAD1 et
GAD2) (Dracheva et al., 2004; Hashimoto et al., 2003; Steiner et al.,, 2016) ainsi que de
plusieurs genes (par exemple RELN, NRG1, BNDF ou encore DISC1) essentiels au bon
développement des réseaux GABAergiques (pour revue voir : Dienel & Lewis, 2019; Schmidt

& Mirnics, 2015) (Figure 5).

Hypofonctionnement

ﬁ % glutamatergique
Q

o ? ..

2AN 3

Hyperactivité dopaminergique

»

Symptémes productifs

Voie mésolimbique

Hypoactivité dopaminergique
<P 0" Pis =
” (']
-

Symptémes déficitaires Déficits cognitifs

| Fonctionnement physiologique | ‘ Fonctionnement pathologique (SCZ)

Figure 5. Schéma récapitulatif de la dérégulation des systemes dopaminergiques, et glutamatergiques et
GABAergique dans la SCZ.

(A) Chez I'individu sain les neurones glutamatergiques corticaux (en vert) vont faire un premier relais au niveau
des interneurones GABAergiques (en bleu). L'activation des interneurones GABAergiques va réguler les
projections glutamatergiques vers les neurones dopaminergiques (en orange) de I'aire tegmentale ventrale.
Deux voies dopaminergiques sont ainsi régulées, I'une de maniére directe par les projections glutamatergiques,
la voie mésolimbique et I'autre de maniére par un relais via les interneurones GABAergiques, la voie
mésocorticale. (B) Chez une personne atteinte de schizophrénie (SCZ), un hypofonctionnement glutamatergique
est observé, entrainant une suractivation a la fois des neurones dopaminergiques de la voie mésolimbique ainsi
gue des interneurones GABAergiques. La forte activation des interneurones GABAergiques de 'aire tegmentale
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ventrale engendre un hypofonctionnement des neurones dopaminergiques de la voie mésocorticale.
L’hyperactivité mésolimbique est corrélée a [|‘apparition des symptémes productifs alors que,
I’hypofonctionnement mésocorticale a I'apparition des symptomes déficitaires et des déficits cognitifs. Les traits
en pointillés indiquent un hypofonctionnement, les traits plus épais indiquent une hyperactivité. Adapté de
(Percelay, 2021; Schwartz et al., 2012).

1.3. Prise en charge thérapeutique

Dans la majorité des cas, des traitements médicamenteux sont nécessaires pour stabiliser les
symptomes des patients atteints de SCZ et pour avoir une évolution favorable de la maladie.
Les premiers neuroleptiques ont été mis au point dans les années 1950 avec en premier lieu
la chlorpromazine, un neuroleptique ayant des propriétés antidopaminergiques et agissant
comme antagoniste des récepteurs dopaminergiques de type 2 (D2) (Ban, 2007; Boyd-Kimball
et al., 2019; Charpentier et al., 1952). La chlorpromazine, qui a été commercialisée sous le
nom de Largactil®, agit sur les symptomes productifs notamment les délires et hallucinations
et permet aussi de contrdler I'agitation des patients (Ban, 2007; Muskin et al., 1986). Ce
neuroleptique posséde cependant des effets indésirables comme une hyperprolactinémie,
une intolérance au glucose avec prise de poids ainsi que de I'hyposialie! (Ban, 2007; Boyd-
Kimball et al., 2019). Il a également des effets sur le systeme nerveux se traduisant par des
symptomes extrapyramidaux, de la somnolence ou encore des convulsions dans certains cas.
Néanmoins, la chlorpromazine a permis d'ouvrir le bal a la premiere génération
d’antipsychotiques également désignés comme des neuroleptiques conventionnels ou encore
nommeés classiques ou typiques (Figure 6). Dans cette génération, on peut citer I’'halopéridol
(Haldol®) mis au point en 1957 (Janssen et al., 1959) et considéré comme un neuroleptique
anti productif par son action ciblée sur les hallucinations et les délire mais, qui possede
également des effets indésirables comme des symptomes extrapyramidaux (Dold et al., 2015;
Mutica et al., 2016). La présence d’effets secondaires marqués et le manque d’efficacité
contre les symptomes déficitaires et les déficits cognitifs de cette premiere génération de
neuroleptique, a entrainé le développement d’'une seconde génération communément
appelée neuroleptiques atypiques (Grinder et al., 2009). On retrouve dans cette catégorie la
clozapine qui fut la premiére a étre commercialisée en 1971 en Europe sous le nom de
Clozaril®, ou encore la rispéridone mise a disposition au début des années 2000

(Risperdaloro®) (Foster and Goa, 1998; Hippius, 1999; Meltzer and McGurk, 1999) (Figure 7).

! Hyposialie est une diminution de la quantité de salive produite

10
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Cette deuxieme génération de neuroleptiques permet d’obtenir les mémes bénéfices sur les
symptomes productifs tout en ayant davantage d'effets sur les symptomes déficitaires (Kapur
et al., 1999; Remington et al., 2021, 2017; Shimizu et al., 2013) (Figure 6). Les différences
observées entre les deux générations de neuroleptiques proviennent surtout des cibles
thérapeutiques qui ne sont pas les mémes. En effet bien que les neuroleptiques atypiques
agissent également sur les récepteurs D2, ils ont une forte affinité pour d’autres types de
récepteurs et notamment les récepteurs a la sérotonine de type 1 (5-HT1AR) et de type 2 (5-

HT2AR) (Kapur et al., 1999; Newman-Tancredi et al., 1998).

Conventional
antipsychotic

: !

Atypical
antipsychotic

» Efficacy against positive « Efficacy against positive symptorms
symptoms « No or few EPS (no catalepsy in

» Associated with EPS animal studies)
(catalepsy in animal studies) » Some/variable efficacy against

negative and cognitive symptoms/
therapy resistance

Figure 6. Classification actuelle des neuroleptiques typiques et atypiques.

Les antipsychotiques conventionnels (ou typiques) vont agir principalement sur les symptomes positifs (ou
productifs) mais, sont associés a de nombreux effets secondaires extrapyramidaux (EPS : extrapyramidal
symptoms). Les antipsychotiques atypiques quant a eux vont aussi agir sur les symptémes productifs tout en
ayant moins d’effet EPS. Certains neuroleptiques vont agir également sur les symptomes déficitaires et déficits
cognitifs. Issu de (Grinder et al., 2009).

Malgré la disponibilité de ces médicaments et leur efficacité contre les symptomes productifs
de la maladie, leurs effets contre les symptémes déficitaires et les déficits cognitifs demeurent
assez limités et environ 30 % des patients seraient résistants a ces traitements (Correll and
Howes, 2021; Lindenmayer, 2000; Nucifora et al., 2019). C'est la raison pour laquelle une
troisieme génération de neuroleptiques a vu le jour dans les années 2000 avec 'aripiprazole,
la cariprazine ou encore la lurasidone (Montgomery et al., 2023; Orzelska-Gérka et al., 2022;
Vasiliu, 2022). Cette nouvelle génération agit sur de nouvelles cibles notamment les
récepteurs a la sérotonine de type 7 (5-HT7R) et auraient davantage d’effets contre les
symptomes déficitaires et les déficits cognitifs tout en ayant moins d’effets secondaires

(Okubo et al., 2021).
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8 génération 28me génération 3éme ggnération Figure 7. Graphique représentant
L o o les dates de mise sur le marché
Halopéridol R.lsperldone Arlplprazole des différentes générations de
(Haldol®) (Risperdaloro®) (Abilify®) .
neuroleptiques.
1950 1970 1990 2010 Entre  parentheses le nom
| | commercial des chefs de file de ces
médicaments.
Chlorpromazine Clozapine Olanzapine | Cariprazine
(Largactil®) (Clozaril®) (Zyprexa®) (Rieagila®)
Lurasidone
(Latuda®)

Cependant, malgré I'efficacité de ces neuroleptiques de derniéres générations contre les
symptdémes productifs et déficitaires (au moins partiellement), les déficits cognitifs restent

encore tres peu améliorés.

D’autres sous-types de récepteurs a la sérotonine présentent un intérét croissant pour le
traitement des déficits cognitifs. C'est en particulier le cas des récepteurs a la sérotonine de
type 6 (5-HT6R) qui présentent un profil intéressant du fait de leurs implications dans les
processus cognitifs (Arnt and Olsen, 2011; Codony et al., 2011; Nikiforuk, 2014) et leurs effets
bénéfiques sur les déficits de mémoire dans le contexte de la maladie d’Alzheimer
(Geldenhuys and Van der Schyf, 2009; Meneses, 2014; Shimizu et al., 2013; Tsegay et al., 2020;
Yamada et al., 2005) ou du vieillissement (Da Silva Costa-Aze et al., 2012, 2011; Quiedeville et
al., 2014). Pour davantage de détails sur ces récepteurs et leurs intéréts, voir le Chapitre Il : Le

systéme sérotoninergiquesuivant.

Le développement de I'’ensemble de ces traitements pharmacologiques ne peut se faire qu’en
paralléle a une meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie nécessitant la
mise au point et |'utilisation de modeéles animaux pertinents. L’étude de ces modeles permet
de mieux comprendre les interactions entre les facteurs de risque, d’appréhender les
mécanismes neurobiologiques sous-jacents et de tester de nouveaux médicaments pour
contrer les atteintes (Wilson and Terry, 2010). Cette recherche pré-clinique est d’autant plus
importante dans le cadre de la SCZ compte tenu que les déficits cognitifs ne sont que trés peu

pris en charge par les traitements actuels.

12
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La prochaine partie de cette these consistera a présenter les différents modéles animaux
disponibles et leurs caractéristiques pour montrer I'importance de leur utilisation dans le

développement de nouveaux traitements.

1.4. Modeéles animaux

1.4.1. Validités des modeles
Les modeles animaux sont essentiels a la compréhension des mécanismes d’une maladie. lls
doivent cependant respecter certains criteres de validité afin qu’ils puissent modéliser le plus
fidelement les différents aspects de la maladie. Ainsi, on se référe a trois types de validité

(Belzung and Lemoine, 2011) (Figure 8) :

» Validité de construction : ce premier critére concerne la construction du modele qui

doit, théoriquement, reproduire I'étiologie de la maladie. Alors que pour certaines
pathologies cela peut étre simple, dans le cadre de la SCZ, I'étiologie étant mal définie,
la meilleure validité de construction doit se baser sur I’hypothese actuelle et donc la
combinaison de plusieurs facteurs, afin de prendre en compte le c6té multifactoriel de
cette maladie (facteurs génétiques et/ou environnementaux).

» Validité d’apparence : ce second critere correspond a I'obtention du phénotype le plus

proche possible de la maladie. Dans le contexte de la SCZ, cette validité consiste donc
arechercher non seulement des symptémes comportementaux productifs, déficitaires
et/ou des déficits cognitifs, mais aussi a isoler des marqueurs anatomiques et
fonctionnels.

» Validité de prédiction : Ce dernier critére repose sur le fait que le modele animal doit

présenter une réponse aux traitements pharmacologiques similaires aux observations
cliniques. Ainsi, dans le cadre de la SCZ, les neuroleptiques ou les nouveaux
médicaments développés doivent pouvoir améliorer les déficits observés. Cependant,
comme les traitements actuellement disponibles visent préférentiellement les

symptdémes productifs, certains aspects de cette validité ne peuvent pas étre testés.

13
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Figure 8. Représentation graphique des différents critéres de validité nécessaire pour valider nos modeéles
animaux de schizophrénie.

La validité d’apparence correspond a la présence de symptomes (encadrés gris). La validité de construction
correspond au choix des facteurs de risque impliqués dans la maladie : des facteurs génétiques (encadré en
orange) et des facteurs environnementaux (encadré en vert). La validité de prédiction correspond a la réponse
au traitement qui doit étre similaire dans le modéle comme en clinique. Deux options sont possibles : observer
des effets similaires avec des neuroleptiques connus du marché ou développer de nouvelles cibles
thérapeutiques (encadrés bleus). Les atteintes anatomiques et fonctionnelles peuvent a la fois appartenir a la
validité de construction (retrouver des mécanismes similaires a la maladie) ainsi qu’a la validité d’apparence
(encadré bleu foncé). Figure réalisée & partir d’images de Freepik.

Il parait utopique de mimer I'ensemble des mécanismes et symptdmes d’une maladie
humaine aussi complexe chez un méme animal, c’est pour cela que la plupart des modéles
initiaux n’ont présenté qu’un seul facteur (modele 1-hit). Une classification de ces modeéles a
pu étre établie en fonction du facteur choisi et incluait des modeles pharmacologiques (MK-
801, PCP, amphétamine, Kétamine), génétiques (DISC1, SR, dysbindine, réeline, Microtubule
Associated Protein 6 (MAP6) etc.), neurodéveloppementaux (Maternal Immune Activation
(MIA) et methylazoxymethanol acetate (MAM)) ou encore lésionnel (Bouet et al., 2016; Crunfli
et al., 2022; Jones et al., 2011). Une description plus détaillée de ces modeles monofactoriels
a été réalisée dans la partie introduction de la revue (voir 1.4.2 en page 16). Cependant, deés
les années 2000 I'hypothese multifactorielle de la SCZ a incité au développement de nouveaux
modeéles incluant deux (2-hit) ou trois facteurs (3-hit) de la SCZ (FiSar, 2023; Percelay et al.,
2023). Ces modeles sont ainsi basés sur une construction plus complexe associant plusieurs
facteurs de maladie et permettant notamment, de reproduire les symptomes déficitaires et
les déficits cognitifs, jusqu’a lors trés peu observés dans les modeles 1-hit. Ces modeles

multifactoriels permettent également d’améliorer I'aspect translationnel afin de développer
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de nouveaux médicaments pour contrer plus spécifiquement ces symptémes (Guerrin et al.,

2021; Moran et al., 2016).

Afin de mieux comprendre le choix des facteurs de risque de ces modeles multifactoriels et
I'intérét de les utiliser, une revue de la littérature des modeles 3-hit a été réalisée (soumise

en octobre 2023 au journal Neuroscience & Biobehavioral Reviews) et est présentée ci-

dessous.
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1.4.2. Revue

The 3-hit animal models of schizophrenia: improving strategy to decipher and
treat the disease?

Solenn Percelay, Caroline Lahogue, Jean-Marie Billard, Thomas Freret, Michel Boulouard, Valentine

Bouet
Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, CYCERON, CHU Caen, COMETE UMR 1075, 14000 Caen, France
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The 3-hit animal models of schizophrenia: Improving strategy to decipher

and treat the disease?
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Schizophrenia
Animal models
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Genetic
Environment
Epigenetic

Schizophrenia is a complex disease related to combination and interactions between genetic and environmental
factors, with an epigenetic influence. After the development of the first mono-factorial animal models of
schizophrenia (1-hit), that reproduced patterns of either positive, negative and/or cognitive symptoms, more
complex models combining two factors (2-hit) have been developed to better fit with the multifactorial etiology
of the disease. In the two past decades, a new way to design animal models of schizophrenia have emerged by
adding a third hit (3-hit). This review aims to discuss the relevance of the risk factors chosen for the tuning of the

3-hit animal models, as well as the validities measurements and their contribution to schizophrenia under-
standing. We intended to establish a comprehensive overview to help in the choice of factors for the design of
multiple-hit animal models of schizophrenia.

1. Introduction

In 1911, Eugen Bleuler introduced schizophrenia (SCZ) as a psychi-
atric disease characterized by a split mind, in continuity with Emil
Kraepelin's description of dementia praecox (Bleuler, 1911). Nowadays,
it is referred to as an invalidating psychiatric disorder affecting about
1% of worldwide population with a prevalence ratio of 1.42 between
men and women (Aleman et al., 2003; Lee et al., 2018). SCZ is often
distinguished from other psychiatric diseases (as depression or bipolar
disorder) by a late age of onset (15 — 25 years old), which is lightly
delayed for women, and a percentage of suicide attempts of about 5%
during patient’s life. Consequently, psychiatric hospitalization is often
required (Palmer et al., 2005), representing a heavy social cost.

SCZ is an heterogeneous disorder with a wide range of symptoms that
fluctuates between patients, leading the American Psychiatric Associa-
tion to modify the class name of “schizophrenia™ by “schizophrenia
spectrum” between the two last versions of the Diagnostic and Statistical

Manual of mental health (DSM-4/5) (Biedermann and Fleischhacker,
2016; Fisher and Roget, 2014; Guze, 1995). For clinical diagnosis, the
DSM nowadays rather considers a list of “characteristic symptoms™
including delusions, hallucination, disorganized speech, catatonic
behavior and negative symptoms (Fisher and Roget, 2014). SCZ symp-
toms have also been classified in three categories: positive symptoms
(delusions, hallucinations, thought disorders), negative symptoms
(anhedonia, avolition, social withdrawal) and cognitive deficits
(impaired working memory and executive functions, decreased atten-
tion) (Wang et al., 2020; Winship et al., 2019). These symptoms,
commonly used in preclinical SCZ-related literature (Ayhan et al., 2016;
Comer et al., 2020; Dunn et al., 2020; Jones et al., 2011; Moran et al.,
2016; Wang et al., 2020; Winship et al., 2019), are also accompanied by
other signs such as anxiety (Achim et al., 2011; Bouet et al.,, 2011; Garay
et al., 2015; Sun et al., 2017; Woloszynowska-Fraser et al., 2017) and
sensory motor gating deficits (I(han and Powell, 2018).

Even if some factors have undoubtedly been correlated to an

Abbreviations: BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor; CAR/C, Conditioned avoidance response; COMT, Catechol-O-methyltransferase; DISC1, Disrupted in
schizophrenia 1; DSM-V, Diagnostic and Statistical Manual - Revision 5; GABA, Gamma-aminobutyric acid; GAD1, Glutamate decarboxylase 1; GAD67, Glutamate
decarboxylase 67; GWAS, Genome-Wide Association Studies; HB, Hole-board task; I, Social isolation; K, Ketamine; MAP6/Ma, Microtubule-associated protein 6;
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increased risk of SCZ, a definitive etiology of the disease remains to be
strictly defined (Fig. 1).

At first, a genetic component, initially suspected by twin studies
(McGue and Gottesman, 1991), is now widely admitted to bring a
vulnerability to develop the disease. Numerous genome-wide associa-
tion studies and comparative genomic hybridization arrays reported
gene loci carrying single nucleotide polymorphism and copy number
variants in schizophrenic patients (International Schizophrenia Con-
sortium, 2009; Iyegbe and O'Reilly, 2022; Merikangas et al., 2022;
Smeland et al., 2020; Smeland and Andreassen, 2022). Thus, a lot of
genes have been identified to increase the risk to develop SCZ including
those related to growth factors, inflammatory mechanisms and neural
architecture (Shimizu et al., 2006), but also to neuronal communication
involving dopaminergic, glutamatergic, serotoninergic and GABAergic
transmissions (Liu et al., 2019; Wahbeh and Avramopoulos, 2021).
Second, a wealth of epidemiologic studies argues for a major role of
environmental factors in contributing to the increased risk of SCZ, which
could interfere with different developmental stages. Thus, perinatal
stress appears as a critical mechanism which could result from direct
body insults (prenatal infection, nutritional deficiency, obstetric com-
plications such as hypoxia) or act indirectly via alterations of the
mother’s status (father death, war, ...) (Debnath et al., 2015). Also,
childhood and adolescence are critical periods in which physical or
sexual abuses but also urban life, migration and particularly drug con-
sumption could represent traumatic events susceptible to facilitate the
development of the disease (Davies et al., 2020; Maki et al., 2005; Stilo
and Murray, 2019). Finally, a role for epigenetic interventions defined as
“any modification other than changes in DNA sequences affecting gene
expression, whether those modifications have been shown to be stable or
not” (Herrel et al., 2020) have been questioned more recently and first
results already showed that methylation modifications of non-coding
part of DNA and chromatin condensation are found in schizophrenic
patients (Gusev et al., 2019; Mendizabal et al., 2019; Miller, 2022; Sri-
vastava et al., 2021).

Preclinical models of SCZ have been developed for more than half a
century and are still evolving to better understand the etiology of the
disease and to improve treatments. Although mice and rats have been,
and remain, the privileged species for model constructions, other non-
mammalian species such as the zebrafish are increasingly used

Genetic factors

X

Copy Number
Variant

Single Nucleotide
Polymorphism

DNA methylation

Schizophrenia
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(Campbell and Granato, 2020; Fontana et al., 2018). Although the
behavioral assessment in fishes is still less complete and valuable than in
rodents, economic views combined with the possibility of larger
screening in fish models allow to consider higher possibilities of gene
modifications and pharmacological treatments. Besides, in vitro and in
silico models have also been used to better consider the patient
biomaterial (Kalman et al., 2016; Koszta et al., 2020) and understand the
changes in neuronal connectivity (Chen, 1995) and these studies have
been the subject of previous reviews (Deserno et al., 2017; Jeganathan
and Breakspear, 2021; Murray and Anticevic, 2017; Rafi and Butler,
2020; Valton et al., 2017). Because the present review aims at focusing
on the interest of increasing the number of risk factors to improve
knowledge of the pathophysiological aspects and to improve treatments
of SCZ, only mammal models are considered.

The first animal models of SCZ were developed in the 70 s’. By then,
rats were mostly used and models tried to mimic the positive-like
symptoms of the disease through the systemic administration of phar-
macological agents (amphetamine, LSD) (Braff and Geyer, 1980; Gam-
bill and Kornetsky, 1976; Stille and Sayers, 1975). In the 80 s’, brain
lesions models (through pharmacological or mechanical injuries) were
developed to better consider the neurodevelopmental aspect of the
disease (Dubach and Bowden, 1983; Kirkpatrick and Buchanan, 1990;
Kline and Reid, 1985; Oades, 1982; Vilkov et al., 1983). In the 90 s’, the
hippocampus was highlighted as a specific brain region of interest, and
became a target to induce several deficits mimicking some symptoms of
SCZ, notably in rats (Halim and Swerdlow, 2000; Lipska et al., 1995;
Schmajuk et al., 2000; Wan et al., 1995). Genetic advances led to a new
interest for mice with the possibility to modify specific genes, particu-
larly those highlighted as risk factors in Genome-Wide Association
Studies (GWAS) (Lipska and Weinberger, 2000; Niculescu et al., 2001).
Considering as a whole, these investigations indicate that numerous
1-hit SCZ models (genetic, neurodevelopmental, pharmacological,
lesion...) have been developed and compared from each other. There-
fore, each hit shows various SCZ-like symptoms (Banaszkiewicz et al.,
2020; Biaton and Wasik, 2022; Koszla et al., 2020; Morales-Medina et al.,
2021; Navarrete et al., 2020; Wang et al., 2021). The 2000 s’ represent
the starting point in which the gene x environment interaction hy-
pothesis (called GEI for Gene x Environment Interactions) has emerged
with the first investigations combining two risk factors (Boucher et al.,

Environmental factors

Perinatal
Ex: birth complications,
perinatal infections

Childhood

Ex: Trauma

Adolescence
Ex: drug consumption

Histone modification

Epigenetic mechanisms

Fig. 1. General schematic view of SCZ risk factors including genetic components (left part), epigenetic contributions (such as DNA methylation or Histone modi-
fication) (middle part) and age-related environmental interventions (such as birth complications, perinatal infections, childhood trauma, or adolescence drug

consumption for instance) (right part).
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2007; Eells et al., 2006; Oliver and Davies, 2009). From these pioneering
experiments until now, numerous 2-hit models with a wide range of
paired risk factors have been constructed and their usefulness in the
understanding of SCZ etiology has been reviewed in several publications
(Ayhan et al., 2016; Comer et al., 2020; Dunn et al., 2020; Moran et al.,
2016; Nimgaonkar et al., 2017; Wang et al., 2020).

In parallel with the necessity to improve the construction validity of
SCZ models, the face validity has to improve at the same pace. Initially,
even if few studies assessed social behavior (Gambill and Kornetsky,
1976; Ridley et al., 1979), only positive-like symptoms assessed through
hyperlocomotion and stereotypies were considered (Borison and Dia-
mond, 1978; Borison et al., 1977; Boullin, 1979; Sudilovsky, 1975).
Thereafter, the range of behavioral measurements has extended to
include more accurate social behavior, inhibition, learning and memory
processes (Braff and Geyer, 1980; Ellenbroek et al., 1989; Kokkinidis
and Anisman, 1981; Oades, 1982; Oliver and Davies, 2009; Weiner
et al., 1984), aggressive and emotional behavior (Iline and Reid, 1985;
Weiner et al., 1984). Sensory motor gating deficit became and remained
a key symptom in SCZ models from 90’s (Basinska, 1994; Lipska et al.,
1995; Wan et al., 1995). Concomitantly, biochemical analyses and brain
imaging were used to highlight functional and anatomical correlates to
the disturbed behavior (Donaldson et al., 1982; Ellenbroek et al., 1989;
Kline and Reid, 1985; Mamelak et al., 1985; Orzi et al., 1983; Vilkov
et al., 1983). Nowadays, negative-like symptoms, cognitive deficits and
sensorimotor gating deficits are the core interest to determine the face
validity of animal models, as recently pointed out by Winship and col-
laborators (Winship et al., 2019). Through there is no doubt that the
hundreds designed 1-hit and 2-hit animal models of SCZ have consid-
erably increased our knowledge on the pathophysiology of the disease,
they unfortunately have still not led to effective therapies rescuing all
the deficits associated with the disorder (Dunn et al., 2020; Guerrin
etal., 2021; Wang et al., 2020). This failure has then raised the question
of whether the construction of the models remains insufficient to cover
the multifactorial etiology of SCZ. If so, then animal models, combining
more risk factors, would be more powerful and useful to improve again
the construct validity (Ayhan et al., 2016; Burrows and Hannan, 2016;
Misiak et al., 2018; Moran et al., 2016; Nimgaonkar et al., 2017; Smi-
gielski et al., 2020).

This review therefore aims at considering recently designed multi-
factorial animal models, i.e. 3-hit. After presenting the hits selected to
mimic risk factors known in human disease, as well as the validities
measurements, we assess the advances and the effective contribution of
this animal modeling strategy to SCZ understanding and review exper-
imental data obtained with the different models. In addition, we attempt
to consider possible approaches which could improve the validity of the
3-hit models, such as the contribution of epigenetic influences and the
increased intra- and inter- group variability related to the increased
number of factors.

2. Combined 3-hit animal models of schizophrenia

The very first 3-hit model of SCZ was published by (Chenetal., 2011)
and constructed with environmental factors only. The other models
described in the literature (see Table 1) are based on the multifactorial
hypothesis of SCZ proposed by Ellenbroek in 2003, which postulated
that a genetic susceptibility associated with early and late environ-
mental insults is necessary to induce SCZ-related symptoms (Ellenbroek,
2003).

2.1. Choice of factors to improve construct validity

The large number of SCZ-related risk factors (genetic and/or envi-
ronmental factors) has governed the expanded development of the
design of several 1-hit and 2-hit animal models. For the 3-hit models, the
same observation could arise and at least one genetic and one envi-
ronmental factor has been done, except in the particular case of the
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Table 1

Identification of construction strategiesy of the available 3-hit models of SCZ.
The first three letters of the model names code for the type of risk factor selected
for the construction ("g" for "genetic" and "e" for "environmental”), while the last
three letters identify the nature of the factors: Ms: Maternal separation; C:
Conditioned avoidance response training; P: Phencyclidine (PCP); K: Ketamine;
D: Discl gene; T: A-9-TetraHydroCannabinol (THC); Ma: MAP6 gene; Mk:
MK801 (dizocilpine); Se: Selective breeding; I: social Isolation.

Reference Number Model name
Chen et al. (2011) 1 eee MsCK
Kekesi et al. (2015) 2 gee SelK
Biiki et al. (2019) 3

Sultana and Lee (2020) 4 gee DMsK
Bouet et al. (2021) 5 gee MaMsT
Percelay, (a) et al. (2021) 6

Percelay, (b) et al. (2021) 7 gee MaMsMk

eee_MsCP model (see Table 1).

In order to facilitate the comparison of the currently available 3-hit
models, Table 2 shows the genetic component (Factor 1, except for
eee_MsCP model), the early (mainly behavior interventions, Factor 2)
and late (pharmacological treatments, Factor 3) environmental insults.
In addition, the Fig. 2 resumes the specific design used in the respective
investigations.

2.1.1. Genetic factors

As pointed above, all 3-hit models of SCZ, excepted the very first one
(Chen et al., 2011), included a genetic component consisting in either
partial/total gene deletion in mice (Bouet et al., 2021; Percelay et al.,
20214, 2021b; Sultana and Lee, 2020) or behavior-selected strains (see
the related Wisket section; (Adlan et al., 2022; Banki et al., 2020; Biiki
et al., 2022, 2019, 2018; Horvath et al., 2015, 2021a, 2021b, 2019,
2017, 2016; Kekesi et al., 2015; Petrovszki et al., 2013; Sziics et al.,
2020, 2016b, 2016a).

2.1.2. Genetic deletion

Even if they are not consistently found in schizophrenic patients,
numerous genes alterations have been identified to increase the risk of
SCZ (non-exhaustive list of genes: neuregulinl (NRG1), disrupted in
schizophrenia 1 (DISC1), catechol-o-methyltransferase (COMT), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and reelin (RELN)) (Legge et al.,
2021; Moran et al., 2016; Ripke et al., 2014; Schizophrenia Working
Group of the Psychiatric Genomic, 2014). In preclinical studies, a large
number of genetic modifications has been used alone (Jones et al., 2011;
Wang et al., 2021) or in association with other factors (Guerrin et al.,
2021; Moran et al., 2016) to investigate the SCZ-related pathophysi-
ology and to induce behavioral impairments.

Regarding the gene selected for the design of the 3-hit models, the
choice could be based on the available data in the 1-hit models. In this
regard, DISC1, one of the earliest genes involved in SCZ, appears of
particular interest (Callicott et al., 2005; Tomoda et al., 2016; Wang
et al., 2018). In fact, DISC1 has a critical role in neuronal development
during perinatal period (Jaaro-Peled, 2009; Jones et al., 2011) and its
total deletion induces clear-cut SCZ-like phenotype (Clapcote et al.,
2007; Clapcote and Roder, 2006; Niwa et al., 2010). In comparison, the
choice of less studied Microtubule-associated protein 6 (MAP6) could
seem at first sight more questionable. MAP6 is involved in neuronal
cytoskeleton, architecture, synaptic plasticity, brain development
(Deloulme et al., 2015; Shimizu et al., 2006) and its partial deletion
induces slight cognitive and social deficits (Merenlender-Wagner et al.,
2014; Volle et al., 2013). But the aim of using this strategy was then to
determine if the mild less studied phenotype driven by the genetic
manipulation of MAP6 could be exacerbated by early and late stressful
events (Volle et al., 2013). This approach could appear more promising
to investigate the multifactorial etiology of SCZ with a better construct
validity since in SCZ etiology, the genetic predisposition alone is not
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Table 2
Comparison of the construction strategies selected for the different 3-hit models
of SCZ. Same conventions as in Table 1.

Model name Specie Strain Sex N/ Factor 1

groupe

eee MsCK rat Sprague-Dawley  male/ 4-5 Chronic
female maternal
separation
3h PND 3-10
gee SelK rat Wistar male / 612 Strain
female selection
with 5
functional
indices
(WISKET
strain)
gee DMsK mouse C57Bl6 ? 12 DISC1
mutation
(129 S:a
DISC1)
MAP6 gene
partial
deletion in
C57BL6
genetic
background
MAP6 gene
partial
deletion in
C57BL6
genetic
background
Factor 2

gee MaMsT mouse C57Bl6 male 713

gee MaMsMk  mouse  C57Bl6 female  8-14

Model name  Specie  Strain Sex N/
groupe
Sprague-Dawley male/ 4-5 Conditioned
female avoidance
response
training PND
49-56
gee SelK rat Wistar male / 612 Social
female isolation
PND 22-49
Chronic
maternal
separation
4h/day PND
312
gee MaMsT mouse C57Bl6 male 7-13 Acute
maternal
separation
24h PND 9
gee MaMsMk  mouse  C57Bl6 female  8-14 Acute
maternal
separation
24 h PND 9
Factor 3

eee_ MsCK rat

gee DMsK mouse  C57Bl6 ? 12

Model name  Specie  Strain Sex N/
groupe
Sprague-Dawley  male/ 4-5 Repeated
female PCP
treatment
PND 49-56,
3.0 mg/kg, sc
gee SelK rat Wistar male / 612 Repeated
female Ketamine
treatment
PND 35-49,
30 mg/kg i.p.
Repeated
Ketamine
treatment
PND 4550,
30 mg/kgi.p.
Repeated
THC
treatment
PND 3252,

eee MsCK rat

gee DMsK mouse C57Bl6 ? 12

gee MaMsT mouse  C57Bl6 male 7-13
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Table 2 (continued)

Model name Specie  Strain Sex N/ Factor 1

groupe

8 mg/kg s.c./
ip.

Repeated
MK801
treatment
PND 60-65,
0.05 mg/kgi.
p.

gee MaMsMk  mouse  C57Bl6 female  8-14

Schizophrenia

Genetic
Factors

Earfy Late

Environmental Environmental
Eactors Factors
eee_MsCP ||

gee_DMsK 1
gee_MaMsT I

gee_MaMsMk [T |

gee_SelK ]

I | m
VIV VVV

il

adolescence

Birth Weaning

Fig. 2. Before birth, red boxes symbolize genetic modifications while yellow
and blue boxes correspond to the exposure to the early and late factors,
respectively. Box sizes indicate the duration at which the factors were applied.
Same conventions as in Table 1.

Comparison of the specific time course design selected in each 3-hit model with
respect to the “Ellenbroek’s arrow” (adapted from Ellenbroek and Riva, 2003).

supposed to be sufficient to induce a SCZ-like phenotype.

2.1.2.1. Selective breeding. Another approach that leads to a genetic
model of SCZ is the selective breeding. The first model based on selec-
tion of behavioral trait, and published in 1990, consisted in selecting rats
for their propensity to develop catatonic syndrome (Kamyshanskaya
et al., 1990). Selective breeding has been repetitively performed to
select the model based on open field reaction, gnawing test and
apomorphine reaction (Ellenbroek et al., 1995), apomorphine-induced
prepulse inhibition (PPI) deficit reaction (del Rio et al., 2014) and PPI
response (Dieckmann et al., 2007). These studies are based on the idea
that selective breeding could bring genetic aspects to animal model of
SCZ. Another genetically-based model is Roman rats (selected on high vs
low active avoidance response) which exhibit a relevant phenotype of
SCZ with impulsivity, hyperlocomotion, deficits in social behavior,
impaired attentional and cognitive disabilities (for a review see:
Fernandez-Teruel et al., 2021; Oliveras et al., 2023). A recent review
supports this opinion arguing that contrary to a single gene mutation,
selective breeding selects specific traits which are more relevant to
mimic polygenic risks in SCZ (Guerrin et al., 2021). It is worth notice
that while genetic deletion has been more investigated in mice, selective
breeding in rats could be more useful since they show a higher level of
brain development and could therefore be more reliable models of SCZ.
In the context of 3-hit model, only the selective line “Wisket” has been
investigated and specifically described in the Wisket part of this review.

2.1.3. Environmental factors
Several types of environmental factors have been used in 1-hit
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(Koszta et al., 2020; Winship et al., 2019) and 2-hit (Guerrin et al., 2021;
Khan and Powell, 2018) animal models of SCZ that can be roughly
divided into neurodevelopmental stresses and pharmacological-induced
insults (Kolar et al., 2021; Koszla et al., 2020; Wang et al., 2020).
Another classification distinguishes five categories including early life
stress, infection or immune activation, brain lesion, chronic phencycli-
dine (PCP) exposure, and gestational methylazoxymethanol acetate
(MAM) exposure (Dunn et al., 2020). Within the neurodevelopmental
stresses are included polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C) and MAM
gestational exposure (to produce intra-uterine inflammation), maternal
stress and social isolation, neonatal hippocampal lesions and perinatal
hypoxia (Kolar et al., 2021; Koszla et al., 2020; Morales-Medina et al.,
2021; Wang et al., 2020). Regarding the pharmacological insults, major
interests have focused on glutamatergic and dopaminergic-related drugs
(Kolar et al., 2021; Morales-Medina et al., 2021; Wang et al., 2020), but
investigations with endocannabinoid compounds also recently emerged
(Banaszkiewicz et al., 2020).

2.1.3.1. Neurodevelopmental stresses. Three types of early risk environ-
mental factor have been used so far for the construction of the 3-hit
models (see Table 2) including maternal separation (MS) (Bouet et al.,
2021; Percelay et al., 2021a, 2021b; Sultana and Lee, 2020), social
isolation (Petrovszki et al., 2013) and conditioned avoidance response
(CAR) (Chen et al., 2011).

MS is the most frequently selected early environmental stress used
with diverse protocols to mimic childhood trauma which is recognized
as a major risk factor of SCZ (Bouet et al., 2011; Popovic et al., 2019).
This hit is often chosen for its ability to induce deleterious effects on late
behavior abilities (particularly social) and deficits in brain neurotrans-
mission systems, both being susceptible to be increased by an associated
risk factors (Bouet et al., 2011; Ellenbroek and Riva, 2003; Marco et al.,
2015). In 3-hit models, chronic MS has been tested in mice and rats (gee_
DMsK (Sultana and Lee, 2020) and eee MsCP (Chen et al., 2011),
respectively) whereas acute MS has been only applied to mice (gee_-
MaMsT (Bouet et al., 2021; Percelay et al., 2021a) and gee_MaMsMk
(Percelay et al., 2021b)). These procedures have been applied before
weaning in order to maximize the putative neurodevelopmental effect.
Conversely, social isolation and CAR were applied after weaning (Chen
etal., 2011) and must be therefore considered as late factors in the view
of the “Ellenbroek’s arrow” design (see Fig. 2). CAR protocol brings the
advantage to consider inter-individual differences. Indeed, “weight” of
the factor depends on the propensity of rats to escape the footstock.
However, it is worth notice that statistical analyses did not bring sup-
plementary information even if authors showed a positive correlation
between number of avoidances and percent of PPI change (Chen et al.,
2011).

Overall, from the perspective of construct validity, the protocol of
MS seems to be the most relevant neurodevelopmental factor on the
basis of its construct (timing in relation to brain development, trans-
lational aspects with childhood trauma, effects that can be modulated by
further factors).

2.1.3.2. Pharmacological factors. In the 3-hit models available so far,
the third and late environmental risk factor is often/mostly pharmaco-
logical. Glutamatergic transmission is concerned in most cases (with a
specific focus on antagonists acting on the N-Methyl-D-Aspartate re-
ceptor (NMDAR) subtype of glutamate receptors), excepted for the
gee_MaMsT model in which the cannabinoid transmission was targeted.
Several non-competitive NMDAR antagonists have been used including
phencyclidine (PCP), ketamine and MK801 (dizocilpine) (Adell, 2020;
Kehrer, 2008). This is in line with the pharmacological approach priv-
ileged in previous 1- and 2-hit models of SCZ in which glutamatergic (or
dopaminergic) system was mainly considered (Kolar et al, 2021;
Morales-Medina et al., 2021; Wang et al., 2021). This strategy is sup-
ported by evidences that the glutamatergic system is disrupted in SCZ
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(Adell, 2020; Beck et al., 2020; Liu et al., 2016) and that subanesthetic
doses of NMDAR antagonists induce psychosis-like effects in humans
(Beck et al., 2020; Kalsi et al., 2011; Powers et al., 2015). In the 3-hit
strategy, the gee MaMsMk model used sub-active dose of MK801 to
allow synergistic effects with other factors. It must be noticed that few
differences exist in term of ligand potency between the different an-
tagonists that could favor one type of ligand over another (Javitt and
Zukin, 1991).

In the more recent gee_ MaMsT model, a cannabinoid agonist (A-9-
TetraHydroCannabinol (THC)) was chronically administered during
adolescence, as the third pharmacological factor. Epidemiological as
well as preclinical studies supports this choice, with an increased risk of
developing psychosis for high cannabis consumers (Arseneault et al.,
2002; Di Forti et al., 2019; Renard et al., 2016; Rubino and Parolaro,
2014) and schizophrenic-mimicking symptoms in rodents treated with
THC (Cha et al., 2006; Martin-Cuevas et al., 2023; Renard et al., 2016;
Rubino et al., 2009). Gee_MaMsT uses subcutaneous administration of
active doses of THC (8 mg/kg/day) for three weeks, to induce behav-
ioral and neurotransmitter system alterations. This protocol allows for
interactive effects with COMT genetic deletion (Behan et al., 2012;
O’Tuathaigh et al., 2010 ).

2.2. Face validity

2.2.1. Experimental limitations

One important aspect that limits the use of a 3-hit strategy is the
increased number of the experimental and/or control subgroups that
have to be considered, reaching eight to obtain each combination and to
infer the effect of each factor. In addition, recommendations argue that
males and females have to be investigated, the pathology affecting both
genders (Aleman et al., 2003; Hafner et al., 1993; Lee et al., 2018;
Seeman, 2019; Stevens, 2002). Altogether, 16 different experimental
groups are therefore to be considered for a complete study. Considering
the difficulty to conduct such a large array in terms of management, data
acquisition and statistics processing, authors have made choices in the
3-hit model studies that are recapitulated in Table 3.

Table 3 shows the diversity of choices concerning the selected sub-
groups over the different studies. It indicates that only the full control
(no intervention) and the 3-hit groups were systematically included.
Concerning the gee_ MaMsT model, the first study included three groups
(only the F2 +F3, 3 F and control groups) in male mice (Bouet et al.,
2021) while the second included both sexes but without the F2 +F3
group (Percelay et al., 2021a).

In addition to the wide range of experimental subgroups, a large
variety of items are considered to assess the face validity of SCZ models
(Winship et al., 2019) (see Table 4). Regarding the behavioral aspects,
positive- and negative-like symptoms, cognitive deficits and sensory
motor gating have been analyzed. All items have been studied in
gee DMsK (Sultana and Lee, 2020) and gee MaMsT (Bouet et al., 2021)
models while only the sensory motor gating (to explore sensory motor
gating deficit) was assessed in the eee_ MsCP model (Chen et al., 2011).
In addition, behavioral tests are sometimes performed before applying
the late factors, such as pup ultrasonic vocalizations and motor activity
recordings, defecation measures, in addition to an initial PPI measure-
ment. Conditioned avoidance training was used as late factor and as
behavioral test to measure learning and memory (Chen et al., 2011).
Alternately, in the gee MaMsMk model study, positive- and
negative-like symptoms as well as cognitive deficits have been consid-
ered but not the sensory motor gating (Percelay et al., 2021b).

Although the behavior analysis is the most used approach to deter-
mine the face validity of the 3-hit models of SCZ, other biological pa-
rameters are investigated, such as glutamate decarboxylase 1 (GAD1)
mRNA and protein expression levels in hippocampus and prefrontal
cortex through molecular biology investigation; cortical thickness and
hippocampus volume measurements through anatomical imaging tech-
niques; axonal degeneration and demyelination of the corpus callosum
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Table 3
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Description of the experimental subgroups selected in the studies on 3-hit models. F1, F2 and F3 correspond to first, second and third factor, respectively. Crosses

indicate the subgroups considered in the design of the studies.

Groups
Reference Model name Sex Control F1 F2 E3 F1 +F2 F1 +F3 F2 +F3 3F
Chen et al. (2011) eee MsCK 3 X p.< X X X X X D <
Q X X X X X X X X
Kekesi et al. (2015) gee_SelK 3 X b ¢ _ _ _ _ X X
? X X - s = - X X
Biiki et al. (2019) gee_SelK X o o o @ s = X
X _ _ _ _ _ _ X
Biiki et al. (2022) gee_SelK X - _ - - - - X
Sultana and Lee (2020) gee DMsK X X x X X X X
Bouet et al. (2021) gee MaMsT 3 X s - - = - X X
? . = - - & - - =
Percelay, (a) et al. (2021) gee MaMsT 3 X _ _ _ _ _ - X
? X & = s = a8 2 X
Percelay, (b) et al. (2021) gee MaMsMk 3 - - " - & ” = =
? X X X X - = - X
Table 4

Comparison of the face validity measurements performed in the 3-hit models of SCZ. Crosses indicate that the corresponding approach has been considered to

characterize the model.

Model name Positive like Negative like Cognitive PPI Other Non behavioral approaches
eee MsCP e = = X e =
gee SelK - X X X Pain sensitivity Molecular biology Electrophysiology
gee DMsK x x x X Despair 5
Affective state
gee MaMsT X X X X Anxiety Imaging
Nesting Immunohistochemistry
Electrophysiology
gee MaMsMk x x x s s &

through diffusion tensor imaging; density of parvalbumin-containing
GABAergic interneurons and pyramidal cells in hippocampus and pre-
frontal cortex through immunohistochemistry; and functional properties
and synaptic plasticity of the CA1 hippocampal networks through ex
vivo electrophysiology (see Table 4) (Biiki et al., 2019; Oliveras et al.,
2023; Percelay et al., 2021a).

Examination of Table 4 clearly indicates that although behavioral
analyses have been systematically considered amongst studies (except
for the eee_MsCP model (Chen et al., 2011), the other items analyzed so
far are miscellaneous from a study to the other limiting comparisons
between models.

2.2.2. Synergistic effects of combination

The interesting point in combining factors is to know whether this
could be an efficient procedure to provoke a more pronounced SCZ-
related phenotype, and if a synergy effects between each factor could
occur. Concerning the behavioral point of view, negative-like symptoms
and cognitive deficits as well as sensory motor gating deficits (except for
the gee_ DMsK model) are usually displayed by models with the combi-
nation of the three factors. Alternately, positive-like symptoms are not
systematically detected and only the gee MaMsMk model displays the
triad of -like symptoms. The gee_ MaMsMk therefore appears as the most
relevant model for subsequent pharmacological researches aimed at
characterizing new therapeutic drugs for several symptoms of SCZ.

Regarding non-behavioral investigations, a comparative analysis
remains impossible given that the parameters assessed are not the same
across the different models. For instance, the glutamatergic neuro-
transmission has been studied by means of electrophysiological re-
cordings only in the gee_ MaMsT models. Besides, although the 3-hit
models display both behavioral and non-behavioral deficits, some do not
systematically show the expected SCZ-like symptoms. However, one has
to keep in mind that SCZ symptomatology includes a multitude of

symptoms which are not all expressed by schizophrenic patients. Indeed,
the DSM-V considers diagnostic of the disease only when 2 over the 5
characteristic symptoms are present (Fisher and Roget, 2014), rendering
each model interesting to mimic the diversity of patients’
symptomatology.

At this stage, it may be questioned whether the use of the 3-risk
factor combination is indeed a relevant strategy. Actually, generated
at the same time as the 3-hit subgroups, the 1-hit and 2-hit subgroups
may already have robust face validity. In the gee DMsK model for
example, the DISC1 mutation alone already affects the behavioral
phenotype (decreases sociability, social novelty, increase despair), and
the ketamine administration alone also alters the same behaviors (Sul-
tana and Lee, 2020). When these two factors are combined, the same
level of sociability and despair is found while the social novelty deficit is
reduced.

Interestingly, it happens that some a single factors known to affect
behavior, did not always show the expected SCZ-like symptoms when
combined with other factors in 3-hit models. For instance, MS alone
impacts social behavior (Bouet et al., 2021; Percelay et al., 2021a; Sul-
tana and Lee, 2020) but combined with other factors did not reproduce
this decrease in sociability (Percelay et al., 2021b; Sultana and Lee,
2020). In the same idea, MS alters sensory motor gating in rats (Ellen-
broek and Cools, 2002) but this effect is not reproduce in eee_MsCP
model in which authors highlighted the lack of reproducibility of early
MS, whatever the protocol used (chronic or acute) (Chen et al., 2011).
The inconstancy of MS effects between and within protocols has already
been reported (Nishi et al., 2013; Tractenberg et al., 2016). On the
contrary, factors described as ineffective alone could induce deficits in
combined models. For instance, the MK801 administration alone in the
gee_MaMsMk model impaired memory in the novel object recognition
test but combined with other factors, the deficit was offset (Percelay
et al., 2021b).
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Concerning the 2-hit subgroups, intermediary phenotypes are usu-
ally observed when considered in the few available 3-hit studies (Chen
etal., 2011; Percelay et al., 2021b; Sultana and Lee, 2020). However, the
interpretation of behavioral alterations in 2-hit groups is often complex
and may differ from one behavioral trait to another. In the gee DMsK
model, authors conclude that all combinations may influence the
behavioral phenotype but to a variable degree (Sultana and Lee, 2020).
In the gee MaMsT model associating two last factors (MS and THC
administration), an intermediary phenotype is highlighted by behav-
ioral results (anxiety increase and sociability decrease in 3-hit but not
2-hit animals) and imaging measurements (volume of the hippocampus
and radial diffusivity in the corpus callosum decreased in 3-hit but not in
2-hit animals) (Bouet et al., 2021; Percelay et al., 2021b). Conversely,
some 2-hit subgroups may present less severe deficits 1-hit, questioning
the existence of compensatory mechanisms. This is the case for the
eee_MsCP model in which the combination of MS with CAR restored PPI
deficits induced by CAR alone (Chen et al., 2011).

2.2.3. Interpretation difficulties

As postulated for the initial eee_ MsCP 3-hit model, the addition of a
third risk factor increases the degree of complexity, particularly in terms
of interactions between factors. Several scenari are possible such as
opposite effects as a first possibility. Reinforcement of synergistic effects
may represent a second possibility where the three factors progressively
generate the deficit. Finally, a third alternative is that the deficit
observed after 2 factors regresses after the addition of the third one.

It can therefore be noticed that whatever the scenario, interactions
can be classified into two major categories: i. synergy in which a deficit
induced by factor(s) is potentiated by the next one, and ii. resilience/
resistance in which the deficit induced by factor(s) is weakened by the
next one (see Fig. 3). The interpretation of these interactions remains
complex for several reasons:

o Interaction effects between factors do not appear sometimes in the
same manner according to the parameter which is measured: a
deficit appears for one parameter but not for another. The use of a
“schizophrenia score” (see “Wisket model’ section™) as done in first
studies facilitates the reading of interaction effects (Kekesi et al.,
2015; Petrovszki et al., 2013).

It happens that individual responses distribution induces distinct
interaction effects in animals. In the behavior tests of the gee_ DMsK
study for instance, authors considered a bimodal distribution of an-
imals submitted to genetic mutation and proposed an interactive
effect in probability rather than in the magnitude of the observed
deficits (Sultana and Lee, 2020).

Timing of factor’s occurrence (perinatal and weaning are the sensi-
tive periods) seems essential to produce synergistic effects (as dis-
cussed in Dunn and collaborators review about 2-hit models) (Dunn
et al., 2020).

Synergistic effects

Factor 1 b 4 [0] @ 3

Factor 2 [0} b 4 [0} "4

X X XX

Factors 1+2
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SCZ-related symptoms are particularly heterogeneous between pa-
tients, as evidenced by the evolution of diagnostic criteria in consecutive
versions of the DSM (Bleuler, 1911; Dollfus et al., 2019). To achieve an
isomorphism between animal models and the human pathology (the
so-called face validity), one has to consider this heterogeneity between
individual phenotypes. Indeed, usually, in preclinical researches, ho-
mogeneity and low variability are targeted to highlight statistical effects
(for example by using only one gender, only inbred animals or highly
standardized measurements). These selections are in line with data
management and statistical analysis, largely based on independent
mean comparisons for each measurement. In multifactorial models of
SCZ, each factor brings individual response variation and therefore
supplementary layer of heterogeneity between subjects. Mean
comparison-based analysis struggles with this variability and 3-hit
model studies generally use different methods of data analysis. Linear
correlations have been sometimes used to analyze the data as in the
eee_MsCP and gee_MaMsT models, allowing to obtain relations between
the data obtained (example: significant negative correlation between
radial diffusivity values in corpus callosum and sociability index) (Bouet
et al., 2021; Chen et al., 2011). In the eee_MsCP model, a significant
positive correlation suggests a higher PPI improvement in rats with high
avoidance level, a result smoothed by the authors since only one group
of animals (2-hit MS/CAR group only) displayed this correlation. In the
same way, in the gee_ MaMsT model, a significant negative correlation
between integrity of corpus callosum fibers and sociability index was
observed, but only in the 2-hit group. Even if this approach is consistent
with the use of non-classical statistical analysis, definitive interpretation
remains often ascertain. Considering this point, several studies tried to
improve statistical approaches with correlation analyses (Chen et al.,
2011; Percelay et al., 2021b) and total “schizophrenia score” (Kekesi
et al., 2015).

Certainly, it has to be specified that the term " synergistic " which
derives from a pharmacological context, is not clearly defined in the case
of studies of 3-hit animal models. Indeed, it is often ascribed to an effect
that occurs only when factors are combined. It differs from the notion of
additive effect corresponding to an addition of the response of magni-
tude generated by factor. Additive and synergistic effects are well
distinguished in epidemiological studies on SCZ as recently reviewed
(Guerrin et al., 2021).

In our studies, a synergistic effect appeared only in the gee MaMsMk
model that promotes hyperlocomotion not present in the 1-hit and 2-hit
groups (Percelay et al., 2021b). In the eee_MsCP model (Chen et al.,
2011), the CAR factor (stress factor - F2) protects from deficits induced
by further maternal separation (stress factor - F1). But, when PCP is
applied as the third factor (F3), the deficit shown in maternally sepa-
rated mice is restored. In that case, we have a retrograde action of CAR
factor on MS (resilience effect). The first stress factor induces a vulner-
ability state, which alone does not allow to have a complete SCZ-like
expected phenotype (triad of symptoms and PPI deficit) but,

Resilience effect  Resistance effect

Retrograde (Anterograde
action \ action

? ?

Fig. 3. Difference between synergistic, resilience and resistance effects in the case of two factors exposure. The black slashed O (o) indicates the absence of deficit
and the red cross the presence of deficit induced by the factor. The larger the red cross is, the most important the deficit is.
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associated with another factor, potentiate the deficits. Nevertheless, the
two environmental stressors do not result in this complete phenotype
which appears only after the addition of PCP and only in the 3 F group
(the synergistic effect of PCP is not present in PCP + MS or PCP+CAR
groups) (Chen et al., 2011). The question may then arise: is it more
relevant to choose two factors that have common or different mecha-
nisms (the same neurotransmission system for instance) to induce a
complete phenotype?

In the case of the gee_DMsk model of Sultana and Lee (2020), two
factors have a similar target and the startle reflex deficit was observed
only in 2-hit but not 3-hit animals. Indeed, DISCI is a genetic factor
interacting with NMDAR and regulates its function (Yan et al., 2014)
and ketamine is a non-competitive antagonist ef acting on the same
subtype of glutamate receptors. Both provoke NMDAR hypofunction and
behavioral impairments such as working memory impairment and so-
ciability deficits. Interestingly, the deletion of DISC1 prevents
ketamine-induced deficits in the startle reflex of mice, which can be
viewed as an anterograde action (resistance effect). Alternately, for
other parameters, such as sociability or social novelty, the combination
of DISC1 and ketamine exacerbates deficits indicating a synergistic ef-
fect between factors. Thus, the effects of factors combination closely
depend on the mechanisms involved and the parameters assessed. Focus
on the same target can be an important advantage to exacerbate deficits
in some cases or to induce resistance or resilience effects, thus pre-
venting the deficits, in other cases.

2.3. Wisket model

In the literature related to 3-hit models of SCZ, the Wisket model is
the most considered as attested by more than 20 publications (see Oli-
veras et al., 2023). In this model, a selective breeding; based on
behavioral tests; is considered as genetic factor and is named herein by
gee_ SelK (Se: selective breeding, I: social isolation, K: ketamine,
Table 1). Initially, the selective breeding started in 2008 from Wistar rats
of both sexes submitted to tail flick tests before social isolation combined
with ketamine daily administrations (from 5 to 7 weeks of age; Fig. 4)
(Biiki et al., 2019; Kekesi et al., 2015; Petrovszki et al., 2013). After one
week of washout, animals with the highest pain sensitivity were selected
for the next breeding generation. Authors improved their protocol
gradually with the addition of PP test from the 3rd generation in order to
add lowest PPI performances to the selection process. Finally, from the
6th generation, performances of the novel object recognition were used
to select animals with impaired memory (Petrovszki et al., 2013). Ani-
mals from the 15th (Petrovszki et al., 2013), 17th (Kekesi et al., 2015),
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21th (Biiki et al., 2019) generations, and further were used for behav-
ioral and molecular characterizations (see Fig. 4; (Adlan et al., 2022;
Banki et al., 2020; Biiki et al., 2022, 2019, 2018; Horvath et al., 2015,
2021a, 2021b, 2019, 2017, 2016; Kekesi et al., 2015; Petrovszki et al.,
2013; Sziics et al., 2020, 2016b, 2016a). Compared to the other 3-hit
models, the gee_SelK Wisket model therefore does not include per se
an early developmental risk factor directly applied (Petrovszki et al.,
2013).

The choice of selective breeding process to build a 3-hit model is
innovative and brings a more translational approach along with the
etiology of SCZ, given that it gathers several conditions accumulated
during successive generations. Conversely, this approach does not allow
to distinguish the impact of a specific gene as well as the influence of
each factor on the phenotype.

The first study concerning the gee_SelK Wisket model included four
experimental groups of male rats: control, selective breeding (Factor 1),
two late factors (isolation Factor 2 + ketamine Factor 3) and 3-hit
(F1 +F2 +F3) (see Table 3) (Petrovszki et al., 2013). Alteration of
pre-pulse inhibition was found in both selective breeding and 3-hit
groups, suggesting that the breeding process is the only factor which
affects sensory motor gating. The total SCZ score (a categorical man-
agement of data, based on quartile discrimination of each measurement)
highlighted that selective breeding and 3-hit groups displayed similar
deficits (Petrovszki et al., 2013). In the Wisket model, the association of
two late factors (F2 +F3) leads to an intermediary phenotype (inter-
mediary schizophrenic score), mostly in females (KKekesi et al., 2015).
This score is then secondly submitted to classical means comparisons
that allows to distinguish more general groups differences. The two
publications which considered the total “schizophrenia score” did not
discuss the interest of this useful approach which did not seem to be
embraced any longer because it is no more considered since 2016.
Further analysis of the gee_ SelK Wisket model revealed more specific
sex-dependent alterations, indicating the relevance of inclusion of both
males and females (Kekesi et al., 2015). In the same line several studies
included both sexes (Biiki et al., 2019, 2018; Horvath et al., 2017),
whereas the majority of other Wisket model publications only concerned
male rats (Adlan et al., 2022; Banki et al., 2020; Biiki et al., 2022, 2019,
2018; Horvath et al., 2015, 2021a, 2021b, 2019, 2017, 2016; Kekesi
et al., 2015; Petrovszki et al., 2013; Sziics et al., 2020, 2016b, 2016a).

Behavioral deficits displayed by Wisket rats include altered pain
sensitivity (Banki et al., 2020; Kekesi et al., 2015), disrupted motor
activity (Horvath et al., 2015; Kekesi et al., 2015), and altered cognition
in hole board and AMBITUS task (Horvath et al., 2019, 2017; Kekesi
et al., 2015)), possibly linked to modifications in oscillatory pattern of

TF, 16
Tailed-flick test Tailed-flick test
(3 weeks of age) (9 weeks of age) [ TFy TF,
Wistar :
Fo 'F1
Rats ' :
g Si
H K
Ketamine Selective Selective
Administration ~ Breeding Breeding
(5-7 weeks of age) Hight pain Hight pain
K threshold threshold
Social F2
Isolation

(47 weeks of age)
Si

PrePulse Inhibition NOR/HB/AMBITUS
(10 weeks of age) {1 waeis of age)
PPI PPI

. TF, TR TF,
| F3 ;FG [ WISKET Rats
A I A > 30 generations
| K h K
' Selective ' Selective
H Breeding i Breeding
\ Hight pain ] Hight pain

threshold { Threshold

+ Low PPI i +Low PPI

F4, F5

B0

+ Memory and
motor activity
impairments

Fig. 4. Selective breeding process of WISKET rats. Male and female Wistar rats (the parental generation FO) were submitted to a first tail-flick test at 3 weeks of age
(TF1) before social isolation from 4 to 7 weeks of age (Si) and ketamine administrations (30 mg/kg, i.p., 5 times/week, 15 injections in total) from 5 to 7 weeks of age
(K). After one week of washout, a second tailed-flick test was performed (TF2) to select 5 animals of each sex with the highest pain threshold. Their offsprings (G1)
and the next generation (G2) were submitted to the same procedure. From the third generation (F3), a prepulse inhibition test was added to the TF2 to select animals
with the lower PPI level. From the 6th generation (F6), another selection test was added to determine animals with the highest memory and motor activity im-
pairments (NOR: novel object recognition (Petrovszki et al., 2013); HB: appetitively motivated cognitive hole-board task (Kekesi et al., 2015); AMBITUS: automatic
recording of exploratory activity and cognitive behaviors (Horvath et al., 2017)).
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sleep-wake stages (Adlan et al., 2022). Sex-dependent aggressive
behavior (Biiki et al., 2019), motivational deficit (Horvath et al., 2019;
Biiki et al., 2022), impaired pupillary control (Biiki et al., 2018) and
altered thermoregulation (Horvath et al., 2015) are also reported. Be-
sides, and in addition to changes in brain structures (Biiki et al., 2022),
this model develops neurotransmission system alterations including
modification of oxytocin receptors expression (Banki et al., 2020), GAD1
(Biiki et al., 2019), mu opioid receptors expression (Szlics et al., 2016a),
dopaminergic change (Horvath et al., 2021a; Sziics et al., 2020) and in
cannabinoid transmission (Sztics et al., 2016b) associated with electro-
physiological alterations (Adlan et al., 2022; Horvath et al., 2016).

3. Schizophrenia models’ contributions

Because the study of the 3-hit animal models of SCZ is just emerging,
we cannot augur the future impact of this strategy on advances in SCZ
researches though some remarks can be drawn.

3.1. Contribution to the pathophysiology of schizophrenia

The main difficulty for improving preclinical research on SCZ re-
mains the lack of clear-cut etiology of the disease. First 1-hit animal
models provided important information on the effects of genetic
deregulation (through gene deletion) and those of altered neurotrans-
mission systems (through NMDAR antagonists or dopaminergic ago-
nists) in the pathophysiology of the disease. However, even if the use of
multifactorial and neurodevelopmental models reaches a scientific
consensus, the underlying processes driving the pathology still remain
hypothetical. Indeed, the contribution of multifactorial models to the
identification of interaction mechanisms remains limited so far and
future studies would better consider this aspect. Epigenetic mechanisms
could be an interesting direction for investigations, particularly when
animal models are based on at least one environmental factor (see the
section below) (Miller, 2022; Roth et al., 2009). Furthermore, although
the 3-hit models are based on the hypothesis of a multifactorial etiology
of SCZ, additive factors are not yet considered such as neuro-
inflammation and intestinal dysbiosis changes that have also been
associated with the development of the disease (for review see: Buckley,
2019; Socala et al., 2021).

Recently, epigenetic mechanisms have been considered as an
attractive molecular avenue of researches (Ayhan et al., 2016; Khavari
and Cairns, 2020; Roth et al., 2009; Smigielski et al., 2020). Looking for
a better understanding the etiology of SCZ, epigenetic mechanisms were
initially addressed in the 80’s (Brody, 1981). In psychiatric disorders,
DNA methylation changes have been observed in candidate genes
(focusing on glutamatergic, dopaminergic, serotoninergic and cholin-
ergic systems) as well as in global and specific microRNA (Richetto and
Meyer, 2021; Smigielski et al., 2020). Moreover, several post-mortem
studies on schizophrenic patients have shown increase in methylation of
several genes involved in brain development such as RELN which en-
codes the reelin protein controlling neuronal migration during devel-
opment (Abdolmaleky et al., 2005) or GAD1 which encodes the 67-kDa
isoform of the GABA-synthesizing enzyme glutamic acid decarboxylase
(GAD67) (Huang and Akbarian, 2007). In preclinical studies, the link
between psychiatric diseases and epigenetic modifications has been
studied through two different ways: first, by considering the modifica-
tion itself as a rodent model of SCZ (1-hit) (Grayson and Dunn, 2021;
Tremolizzo et al., 2002), or by considering the modification as a specific
parameter to be measured in the SCZ models (Bludau et al., 2019;
Richetto and Meyer, 2021). Epigenetic processes can be influenced by
environmental factors (Dolinoy et al., 2007; Sutherland and Costa,
2003). A low maternal care (decrease in linking and grooming) (Weaver
et al., 2004; Zhang et al., 2010) or social isolation (Siuda et al., 2014)
have been shown to induce several epigenetic modifications such as
DNA methylation (Weaver et al., 2004; Zhang et al., 2010), histone
methylation or histone acetylation modifications (Siuda et al., 2014).
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Interestingly, the epigenetic modifications are strain-specific (Kember
et al., 2012). Moreover, hypermethylation on the promoter region
(Nr3C1) of the glucocorticoid receptor induced by MS or low maternal
care was found in the mouse (Szyf et al., 2005; Weaver et al., 2004) but
not in the rat hippocampus (Daniels et al., 2009). The impact of epige-
netic modifications may be considerable when interactions between two
or more risk factors in SCZ models are concerned (Ayhan et al., 2016)
and could be helpful to understand resilience, resistance and synergistic
effects.

3.2. Contributions to drug development

The first generation of antipsychotic drugs, with chlorpromazine as a
leader (commercialized in 1952), decreases patient agitation and acute
symptoms of psychosis, like hallucinations (Boyd-Kimball et al., 2019).
Such treatments are characterized by high affinity and competitive
antagonism towards dopaminergic D2 receptors, leading to the neuro-
leptic activity (Creese et al., 1976; Seeman et al., 1975). Unfortunately,
the first generation have sedative effects and deleterious impact on
negative and cognitive symptoms. The development of new, second
generation, antipsychotics, has allowed to improve the care of schizo-
phrenic patients (Crilly, 2007; Hippius, 1999). Even if they have similar
efficacy on positive symptoms, they have less side effects and somehow
beneficial impact on negative and cognitive ones (Leucht et al., 2009).
One can now consider that antipsychotic drugs improve positive
symptoms, but are not sufficiently efficient on negative and cognitive
deteriorations, still with side effects (Bost, 2016; Divac et al., 2014;
Tandon, 2002), and finally that about 30% of patients resist to these
treatments (Nucifora et al., 2019; Sheitman and Lieberman, 1998).
Moreover, these drugs have distinct pharmacodynamic profiles,
requiring dosage adjustment in relation with efficacy and patient
tolerance. Although many mono factorial animal models have been
developed since the 70’s, the mechanisms and the causes of SCZ remain
poorly understood and the contribution of 1-hit animal models to
developed new treatments has not been that significant (Ellenbroek and
Cools, 2002). The limits of developing new therapeutic targets seem to
be now reached with mono factorial models (Kilts, 2001). Conversely,
the characterization of cognitive and negative symptoms in multifacto-
rial models represents a real improvement that will help to develop new
therapeutic strategies against SCZ (Bouet et al., 2021; Biiki et al., 2019;
Kekesi et al., 2015; Percelay et al., 2021b; Sultana and Lee, 2020). Until
now, 3-hit models are not yet currently used to test new therapies but
they mostly help to better understand the pathophysiology of the disease
(Moran et al., 2016). Only the Wisket model has considered the effects of
clozapine on cognitive and negative impairments, but without any
improvement (Horvath et al., 2021b). Clozapine can be considered as a
model for antipsychotic development (for review see Nucifora et al.,
2019).

4. Conclusion

Modeling human diseases in animals provides, in the best case, in-
formation on putative therapeutic targets and comprehension of phys-
iopathological mechanisms. The better the models mimic the pathology,
the better the advances to treat patients. Although numerous animal
models have been generated over decades to mimic SCZ, efficient
treatments are still lacking. Although our understanding of the SCZ-
related pathophysiology has increased exponentially since the early
first studies, a link between the increased complexity of animal models
and the development of new effective drugs has often failed. The ques-
tion therefore arose to know whether these models (1-hit, 2-hit, 3hit) are
yet complex enough to mimic the disease. Established multifactorial
etiology of SCZ is a strong argument to promote tuning and validation of
new 3-hit animal models, with a powerful construct validity. All
behavioral alterations reported in 3-hit studies are relevant and
encourage to consider that this combined strategy is particularly
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appropriate to model as close as possible the SCZ etiology Recently,
theoretical models considering parasite x genotype x stress interactions
hypothesize the putative implication of parasitological and neuro-
immunological conditions as a polygenic risk in SCZ or predictors for the
onset of the disease (Contopoulos-loannidis et al., 2022; Meyer, 2013;
Rantala et al., 2022). Thus, even if these theoretical aspects are not yet
used in the 3-hit strategy, it would certainly be of interest to take them
into account to improve the validity of the multifactorial models of SCZ.

Characterization of a new 3-hit model takes time and effort, partic-
ularly if we consider the number of intermediate groups. So far, only five
models with different construct strategies have been investigated (Bouet
et al., 2021; Chen et al., 2011; Percelay et al., 2021b; Petrovszki et al.,
2013; Sultana and Lee, 2020). Among them, only the Wisket model was
deeply characterized; with more than 20 publications (Adlan et al.,
2022; Banki et al., 2020; Biiki et al., 2022, 2019, 2018; Horvath et al.,
2015, 2021a, 2021b, 2019, 2017, 2016; Kekesi et al., 2015; Petrovszki
et al., 2013; Sztics et al., 2020, 2016b, 2016a). The other 3-hit models
still necessitate more thorough characterization to broaden the spectrum
of complex SCZ models and, consequently, the spectrum of SCZ-like
phenotypes as extensively as possible (Bouet et al., 2021; Chen et al,,
2011; Percelay et al., 2021b, 2021a; Sultana and Lee, 2020). The com-
bination of 3 factors takes into account the multifactorial etiology of SCZ
but understanding of nature of the interactions between different factors
(resilience, resistance and synergistic effects) and the underlying
mechanisms represent a priority path to be considered. This will enable
to develop new pharmacological strategies, at least directed to negative
symptoms and cognitive deficits which are nowadays not supported, as
well as to reduce adverse effects. For example, combination therapy
(Koola et al., 2014; Wolff-Menzler et al., 2010) or multi-target ap-
proaches to design new drugs (Kondej et al., 2018; Stepnicki et al., 2021)
are, promising strategies as recently considered in Alzheimer’s disease
(Albertini et al., 2021; Ismaili et al., 2017). The 3-hit models could
indeed be used to test multi-target compounds considering their rele-
vance in SCZ and the presence of negative and cognitive symptoms-like.
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1.4.3. Choix des facteurs de risque

Comme discuté dans la revue, le choix des facteurs de risque est important et en fonction de
I'association choisie, les déficits observés ne sont pas nécessairement les mémes. Dans cette
partie d’introduction, seul un résumé des principaux facteurs utilisés dans les modeles 2-hit

sera détaillé.

Premier facteur : vulnérabilité génétique

Comme décrit dans la partie 1.1.1 de cette introduction, de nombreux genes ont été identifiés
comme facteurs de vulnérabilité de la SCZ. Certains de ces génes ont été étudiés dans les
modeles précliniques comme les genes DISC1, Nurrl ou encore NRG1 qui sont les plus utilisés
(voir Tableau 2). La délétion du géne DISCI1, un des premiers génes décrits comme étant
impliqué dans la SCZ, induit chez I’'animal une hyperactivité, des déficits de mémoire de travail,
d’inhibition (filtrage sensoriel) ainsi, qu’une anhédonie (Clapcote et al., 2007; Clapcote and
Roder, 2006; Jaaro-Peled, 2009; Niwa et al., 2010). Bien que non encore utilisé dans les
modeéles 2-hit de SCZ, une inactivation de la SR induit un phénotype comportemental
pertinent (Balu, 2016; Balu et al., 2013; Coyle and Balu, 2018; Hagiwara et al., 2013). En effet,
Hagiwara et al. (2013) ont montré qu’aprés injection d’un inhibiteur de la SR, le phenazine
methosulfate, les souris présentaient des déficits cognitifs dans le test de la reconnaissance
d’objet ou encore du test prepulse inhibition (PPI) mesurant l'inhibition du réflexe de sursaut.
Des modeles génétiques induisant une délétion du gene de la SR ont également été
développés et présentent des déficits mnésiques et une hyperactivité associée, au niveau
pathophysiologique, a des perturbations de la balance excitation / inhibition au niveau de

I’"hippocampe (Basu et al., 2009; Jami et al., 2021; Ploux et al., 2021).
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Tableau 2. Résumé de différents modeéles animaux 2-hit de schizophrénie ayant comme premier facteur un

facteur génétique.

Le Tableau détaille le choix du premier facteur (1°" hit) et du second (2™ hit) ainsi que la souche et lesexe utilisés.
Poly I:C : Polyinosinic-polycytidylic acid ; CSD : chronic social defeat ; DISC1 : disrupted in schizophrenia 1 ; GD :
gestational Day : GD ; HRM : Melanin-possessing hairless mice ; |.P : intrapéritonéale ; NRG1 : neuréguline 1 ;
Nurrl : nuclear receptor-related transcription factor 1 ; PND : postnatal day ; S.C : Sous cutanée ; THC : delta-9-

tétrahydrocannabinol . Adapté de (Guerrin et al., 2021).

Référence Premier hit Deuxieme hit Souche Sexe
Lipina et al., 2013 DISC1 hétérozygote Poly I : C (2.5 mg/kg, GD9) C57BL/6) &
Ibi et al., 2010 DISC1 hétérozygote Poly I:C (S.C, 5 mg/kg, PND2 — 6) C57BL/6J &

Fry et al., 2020 DISC1 hétérozygote Isolement social (semaine 5 — 8) C57BL/6) &
Abazyan et al., 2014 DISC1 hétérozygote Régime alimentaire 3 base de plomb | oy 20

Des la naissance
Haque et al., 2012 DISC1 hétérozygote CSD quotidien de la semaine 9 — 11 C57BL/6) &
Expression de la protéine L .
Jouroukhin et al., 2019 | dominante négative DISC1 THC (8 mg/kg, 1 injection par jour de C578L/6)
PND30-51) 39
dans les astrocytes

Vuillermot et al., 2012 Nurrl hétérozygote Poly I:C (2 mg/kg, GD17) C57BL/6) &
Eells et al., 2006 Nurrl hétérozygote Isolation sociale PND21 Nurrl-null

, s C57BL/6)

O’Leary et al., 2014 NRG1 hétérozygote Poly I:C (I.P, 5 mg/kg, GD9) 39
L, THC (I.P, 5-10 mg/kg 30 min avant le

Boucher et al., 2007 NRG1 hétérozygote début du test) C57BL/6) &
Long et al., 2013 NRG1 hétérozygote THC (I.P, 10 mg/kg PND31 — 52) C57BL/6) &
Boucher et al., 2011 NRG1 hétérozygote Cannabis (CP55,940) (I.P, 10 mg/kg, 15j) | C57BL/6J &
s s . . N C57BL/6J et

Schroeder et al., 2015 Reelin hétérozygote Corticostérone (50 mg/L) PND6 a PND 9 HRM/C?Qe
_ s . N C57BL/6J et

Howell and Pillai, 2016 Reelin hétérozygote Hypoxie (E7, 9 % oxygene, 2 h) HR{VI €
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Deuxiéme facteur : facteur environnemental

Plusieurs facteurs environnementaux connus comme facteurs de risque dans la SCZ peuvent
étre reproduit chez I'animal (Guerrin et al., 2021; Khan & Powell, 2018). Les stress
neurodéveloppementaux les plus fréquemment utilisés sont I'isolement social et la séparation
maternelle (Cater and Majdi¢, 2022; Fabricius et al., 2008; Powell and Swerdlow, 2023). La
durée d’application de ces facteurs stressants et la période choisie (age des animaux) pour les
induire varient d’'une étude a une autre (voir Tableau 3). D’autres facteurs environnementaux
ont également été utilisés, notamment I'administration de certaines drogues comme le THC,

la PCP ou le MK-801 (Amani et al., 2013; Carey et al., 1998; Curzon and Decker, 1998).

Tableau 3. Résumé de différents modéles animaux 2-hit de la schizophrénie ayant comme premier facteur un
facteur environnemental.

Le Tableau détail le choix du premier facteur (premier hit) et du second (deuxiéme hit) ainsi que de I'espéce et
du sexe utilisée pour développer des modeéles 2-hit. Poly I:C : Polyinosinic-polycytidylic acid ; THC : delta-9-

tétrahydrocannabinol ; GD : gestational Day ; |.P: intrapéritonéale ; SM

phencyclidine : PCP ; PND : postnatal day ; S.C : souscutanée Adapté de (Guerrin et al. 2021).

: séparation maternelle ; PCP :

Référence

Premier hit

Deuxieme hit

Souche Sexe

Gaskin et al., 2016, 2014;
Hamieh et al., 2021;
Shortall et al., 2020;
Watson et al., 2016

PCP (10 mg/kg, PND7, 9, 11)

Isolation sociale (PND23)

Lister-Hooded &

Lim et al., 2012

MK-801 (I.P, 0.2 mg/kg,
PND7 - 10)

Isolation sociale (PND21)

Sprague-Dawley

Liu et al., 2017

MK-801 (I.P, 0.5 mg/kg,
PND7 - 10)

Isolation sociale (PND21)

Sprague-Dawley

Gilabert-Juan et al., 2013

MK-801 (I.P, 1 mg/kg, PND7)

Isolation sociale (PND21)

Lister-Hooded &

Ashby et al., 2010;
Hawken et al., 2013;
Simpson et al., 2012

Isolation sociale (PND21)

MK-801 (I.P, 0.5 mg/kg, 2x / J,
PND56 — PND63)

Lister-Hooded &

2012

mg/kg, semaine 8 — 10)

Vargas et al., 2016 SM24 h PND3 Isolation sociale (PND21) Wistar 3Q
Ellenbroek & Cools, 2002 SM24 h PND9 Isolation sociale (PND21) Wistar &
Choy et al., 2009 SM24 h PND9 100 mg corticosterone (S.C Wistar &
implant, semaine 8 — 10)
B i . .2
Klug and van den Buuse, SMPND2 — 14 3 h/j Cannabis (CP55,940) (I.P, O Wistar 30

Morel et al., 2009

SMPND1 - 14 3 h/j

Cannabis (dronabinol) (I.P, 5 -
10 mg/kg PND35-48)

Long-Evans &

Sprague-Dawley

Zamberletti et al., 2012 SM24 h PND9 THC (PND35-45, 2.5-10 mg/kg) 39
Isolati iale PND28 3
Chang et al., 2020 Poly I:C (2 mg/kg) GD9 soation ;(:\1%352 a C57BL/6) &
Poly I:C (5 mg/kg) Isolation sociale a partir du
Desbonnet et al., 2022 GD12 Séme PND25 C57BL/6J 39
Lukasz et al., 2013 Isolement sociale (PND25) Poly I:C (Z?DE]S/IS) PND38 a Wistar &
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La séparation maternelle (SM) permet de mimer la négligence et les traumatismes durant
I’enfance et les protocoles de SM varie d’une étude a une étude (pour revue : Tractenberg et
al., 2016) (Figure 9). Ce stress précoce va induire a la fois des modifications fonctionnelles
notamment en lien avec I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Van Bodegom et al.,
2017) et comportementales notamment par une augmentation d’un comportement d’anxiété
ou dépressif associé a des déficits de sociabilité (Bondar et al., 2018; Bouet et al., 2011;
Ellenbroek & Cools, 2002; Millstein & Holmes, 2007). La Figure 9 issue de l'article de

Tractenberg et al. (2016) résume les différents protocoles retrouvés dans les études.

A. Maternal Separation models B. Methodological options
TYPE OF POSTNATAL | , ponr o o oo DEFINITION OF POSTNATAL N Single Episode
STRESS PROCEDURES STRESS PROCEDURE Chronicity of stressor
3 ; : Repetead Episodes
Pups remain together, undisturbed, in contact
Non-Handled NH with their dam. No cage changes, cleaning or
handling are provided until weaning day.
AmimalSindrd | hange, clesngon ot
Facility Rearing 1’1 i & s c,l i & Pups-contact
andling are provided. Whole Litter
; " Brief physical manipulation of the pups by the
Eoely Hundling EH experimenter for a brief period of time <5 min
Brief Maternal Pups are separated for their dams for a brief YES
Separation BMS period, e.g., > 10 min and < 60min. Temperature control
NO
PiTiiped Kiatanal Pups‘are sepa}'ated fqr their dams for a
: MS significant period of time, e.g., > 60 min
Separation 2
and < 480 min.
Pups are deprivated for maternal care up to 24h. Homescage
Maternal Deprivation MD Pups could return to their dams to feeding for a Environmental type
limited period Novel-cage
C. Timeline

=PND 21-28
Birth Weaning

Figure 9. Résumé des différents modéles de stress précoce induit dans les modéles animaux de la
schizophrénie.

Cinq différents modeles de séparation maternelle sont couramment retrouvés dans les études. Le modele “non-
handled”, “Animal/standard facility Rearing”, “Early Handling”, “Brief Maternal Separation”, “Prolonged
Maternal Separation”, “Maternal Deprivation”. Ces protocoles different par la durée de la séparation, le contact
avec la mere, I'environnement (cages changées régulierement etc.). Le moment d’application varie également
d’un protocole a un autre ainsi que certaines méthodologies. Issue de (Tractenberg et al., 2016)
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1.4.4. Contribution des modeéles 2-hit aux développements de nouveaux
médicaments

Le développement de nouveaux modeéles permet dans un premier temps de mieux
caractériser les possibles interactions entre les différents facteurs de risque de la SCZ.
Parallélement, ils apportent aussi une meilleure compréhension des mécanismes de la
maladie et de leur développement. Qu’ils soient mono- ou multi-factoriels, ces modeles
miment un aspect de la maladie et contribue au développement de nouveaux médicaments

contre des symptomes spécifiques.

A ce jour, peu d’études ont évalué les effets d’antipsychotiques dans les modéles 2-hit.
Hamieh et al. (2021) ont par exemple tester les effets d’un traitement par la clozapine sur
I’"hyperactivité, les déficits de sociabilité et de reconnaissance sociale dans un modéle
d’administration néonatale de PCP combinée a un isolement social chez le rat. Dans un modéle
combinant une délétion génétique du gene synthétisant la Protéine associée aux
synaptosomes, 25kDa (synaptosomal associated protein ; SNAP25) avec un stress prénatal
induit dés le jour embryonnaire 14 (E14) au jour E22 (Kinnunen et al., 2003), une amélioration
des déficits d’inhibition sensorielle a été observé suite a un traitement par la clozapine et
I’halopéridol (Oliver and Davies, 2009). Deslauriers et al. (2016) ont également montré dans
un modeéle neurodéveloppemental poly | : C (induit au 128™¢ jour gestationnel) combiné avec
un isolement social (21 jour de vie post-natal) une amélioration des déficits d’inhibition

sensorielle par la clozapine.

En ce qui concerne le développement de nouvelles cibles, comme viser les 5-HT6R, peu
d’études ont utiliser les modeles 2-hit. L'équipe de Shortall et al. (2020) a par exemple évalué
les effets du blocage des 5-HT6R par I'antagoniste SB-399885, mais n’a mis en évidence aucun
effet bénéfique de ce blocage sur les déficits de reconnaissance d’un modele 2-hit combinant
une administration de PCP avec un isolement social. Les auteurs en ont conclu que le modéle
mangquait de sensibilité vis-a-vis du blocage des 5-HT6R d’ou I'absence d’effet bénéfique.
Ainsi, il semble nécessaire d’a la fois améliorer les modéles de SCZ mais, aussi de mieux

caractériser les nouvelles cibles thérapeutiques.
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Chapitre Il : Le systeme sérotoninergique

La sérotonine, ou 5-hydroxytryptamine (5-HT), est une monoamine découverte dans les
cellules entérochromaffines de I'intestin en 1936 par Erspamer puis, mise en évidence dans le
systeme nerveux central (SNC) des mammiféeres en 1953 (Mawe and Hoffman, 2013; Twarog

and Page, 1953).

2.1.Métabolisme de la sérotonine

Produite a la fois en périphérie (au niveau du foie et du tractus gastro-intestinal) et dans le
SNC, la biosynthése de sérotonine débute a partir de I'acide aminé essentiel le L-tryptophane
apporté par l'alimentation (Figure 10). Deux étapes sont ensuite nécessaires pour la
production de sérotonine : la premiére consiste en I'hydroxylation du tryptophane en 5-
hydroxytryptophane (5-HTP) par I’'enzyme tryptophane hydroxylase (TPH) puis la seconde qui
est une décarboxylation du 5-HTP par I'acide aminé décarboxylase (décarboxylation des acides
aminés L-aromatiques ou DAAA) en présence de pyridoxal-phosphate. Deux isomorphes de la
TPH ont été identifiées, la TPH1, présente au niveau périphérique notamment au niveau de la
glande pinéale et la TPH2 exprimée majoritairement dans le SNC au niveau des noyaux du
raphé (Matthes and Bader, 2018; McKinney et al., 2005; Walther and Bader, 2003). Dans le
SNC, la synthése de sérotonine dépend étroitement de la quantité de tryptophane puisqu’en
effet, la sérotonine ne passe pas la barriere hémato-encéphalique (BHE), seul le tryptophane
le peut. La sérotonine produite est stockée dans des vésicules synaptiques grace a des
transporteurs des monoamines vésiculaires (Vesicular Monoamine Transporter ou VMAT) au
niveau des terminaisons pré-synaptiques (Eiden et al., 2004) (Figure 10). C’est lors de l'arrivée
de potentiels d’action au niveau de ces terminaisons que la sérotonine est libérée par
exocytose dans la fente synaptique permettant sa fixation sur des récepteurs pré- ou post-
synaptiques spécifiques (Hjorth et al., 2000; Sangkuhl et al., 2009; Stahl, 1998). La fixation sur
des autorécepteurs conduit a un rétrocontréle négatif sur la libération et sur la synthese de la
sérotonine. La sérotonine est également recaptée par I'élément pré-synaptique grace a des
transporteurs spécifiques (Serotonin Transporter ou SERT) et est de nouveau stockée dans des
vésicules ou dégradée. La dégradation se fait par I’action de la monoamine oxydase de type A
(MAO-A) ou de type B (MAO-B) produisant |'acide 5-hydroxy-indol-acétique (5-HIAA) qui est

ensuite excrété dans les urines.
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Figure 10. Représentation des voies de biosynthése centrale et périphérique de la sérotonine.

Dans I'encadré vert, la voie de synthése de la sérotonine en périphérie au niveau des cellules entérochromaffine
(EC). La biosynthése commence par I'hydroxylation du L-Tryptophane, apporté par |'alimentation, en 5-
hydroxytryptophane (5-HTP) par I'enzyme tryptophane hydroxylase 1 (TPH1) puis de la décarboxylation du 5-
HTP par I'acide aminé décarboxylase (DAAA) pour devenir de la sérotonine. La sérotonine passe ensuite dans la
circulation sanguine par I'intermédiaire d’un transporteur avant d’étre stockée dans les plaquettes sanguines.
Au niveau central (encadré bleu), le L-tryptophane présent dans la circulation sanguine passe la barriére hémato-
encéphalique (BHE) et se retrouve au niveau des neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé. Le L-
tryptophane est ensuite hydroxylé par la TPH2 en 5-HTP qui est a son tour décarboxylé pour devenir la
sérotonine. Cette derniere est ensuite stockée dans des vésicules synaptiques.

2.2.Voies sérotoninergiques

Le systéme sérotoninergique central prend son origine au niveau des noyaux du raphé situés
le long du tronc cérébral (Jacobs and Azmitia, 1992). Les noyaux du raphé comprennent 9
noyaux, de B1 le plus postérieur a B9 le plus antérieur, dont leurs axones vont se projeter vers
différentes aires cérébrales (Dahlstrom and Fuxe, 1964). Le groupe inférieur (constitué des
groupes caudal bulbaire et cranial pontique), se compose du noyau raphé obscurus (B2), des
noyaux du raphé pallidus (B1 et B4), du noyau du raphé Magnus (B3), des neurones de la
moelle ventrolatérale (B1 et B3) et de l'area postrema (B4) et projettent vers la moelle
épiniére par des voies descendantes, le tronc cérébral ainsi que vers le cervelet. Le groupe
supérieur (constitué des groupes cranial pontique et mésencéphalique), se compose du noyau
caudal linéaire (B8), des noyaux du raphé médian (B8 et B5), des noyaux du raphé dorsal (B6
et B7) et du noyau pontique et de la région supra lemniscale (B9) et projettent vers différentes
régions du SNC incluant le striatum, le bulbe olfactif, 'amygdale, le septum, I'hypothalamus,

le thalamus et I'hippocampe (Charnay and Léger, 2010; Dahlstrom and Fuxe, 1964). Ces voies
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sérotoninergiques sont communes a plusieurs espéeces dont les primates, humains et non-

humains et les rongeurs (Jacobs and Azmitia, 1992; Maddaloni et al., 2017) (Figure 11).
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Figure 11. Représentation des voies de signalisation centrales du systéme sérotoninergique.

Coupe sagittale d’un cerveau de rats. B1 : neurones de la moelle ventrolatérales et noyaux du raphé pallidus ; B2
noyau raphé obscurs obscurus ; B3 : noyau du raphé Magnus et neurones de la moelle ventrolatérales ; B4 :
noyaux du raphé pallidus et neurones de I'area postrema ; B5 : noyaux du raphé médian ; B6 et B7 : noyaux du
raphé dorsal ; B8 : noyaux du raphé médian et noyau caudal linéaire ; B9 : noyaux pontiques et de la région supra
lemniscale. Adapté de (Acevedo-Triana et al., 2017).

2.3.Récepteurs a la sérotonine

Initialement classés en 1957 en deux catégories (D pour les récepteurs bloqués par la
dibenzyline et M pour ceux bloqués par la morphine) (Gaddum and Picarelli, 1957), les
récepteurs sérotoninergiques (5-HTR) sont aujourd’hui classés en 7 types et 14 sous-types :
5-HT1R (1A, 1B/1D, 1E, 1F), 5-HT2R (2A, 2B, 2C), 5-HT3R (3A, 3B), 5-HT4R, 5-HT5R (5A, 5B), 5-
HT6R et 5-HT7R (Bockaert et al., 2010). Ces récepteurs ont été classés en fonction du degré
d’homologie de leurs séquences génomiques, de leurs propriétés pharmacologiques et des
mécanismes de transduction auxquels ils sont couplés (Bockaert et al., 2010) (Tableau 4). Tous
les récepteurs, a I'exception du 5-HT3R, sont métabotropiques (récepteurs couplés aux
protéines G, RCPG). Les 5-HT1R (1A, 1B/1D, 1E, 1F) et 5-HT5A sont couplés a une protéine Gyo
inhibant I'adénylate cyclase (AC) et conduisant a une de dégradation de I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). Les 5-HT2R (2A, 2B, 2C) sont couplés a une protéine Gg/11
ce qui permet I'activation de la phospholipase C (PLC) et I'augmentation de I’hydrolyse de
I'inositolphosphate (PIP2). Les 5-HT4R, 5-HT6R et 5-HT7R sont couplés a une protéine Gs qui

activer I’AC conduisant a une augmentation de ’AMPc et a I'activation de la protéine kinase A
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(PKA) (Masson et al., 2012). Ces récepteurs sont situés dans un grand nombre de régions
cérébrales résumées dans le Tableau 4.
Tableau 4. Tableau récapitulatif des différentes familles de récepteurs a la sérotonine (5-HT) dans le systeme

nerveux central.
Liste non exhaustive. (-) : inhibition ; (+) : activation

Famille Mécanisme Distribution centrale Locallsaflon
(Sous-type) cellulaire
5-HT1R Inhibiteur Striatum, hippocam_pe, nc.)yaux du réphé, ganglion Pré- et post-
(1A, 1B/1D, 1E, 1F) Gijo de la base, cortex cingulaire, entorhinal et frontal, _synaptique
! e (-) Adénylate Cyclase hypothalamus et thalamus
5.HTIR Excitateur Amygdalfe, hypothalamus, cervelet, gangllon"de la Post-
(2A, 28, 2C) Go/11 base, hippocampe, thalamus, plexus choroide, synaptique
T (+) Phospholipase C cortex cérébral (cingulaire et entorhinal)
5-HT3R Excitateur Amygdale, hippocampe, moelle épiniere, tronc Post-
(3A, 2B, 3C, 3D, 3E) lonotropique cérébral, cortex cérébral synaptique
Excitateur Cortex préfrontal, amygdale, ganglion de la base, Post-
5-HT4R Gs hippocampe, substance noire, septum, tubercules svnabtique
(+)Adénylate Cyclase olfactif ynaptiq
Inhibi
5-HT5R n IGb_Lteur Cortex cérébral, cervelet, hippocampe, tubercules Post-
/o . .
(5A, 5B) (-)Adénylate clyclase olfactifs synaptique
Exci
xcitateur Amygdale, tubercules olfactifs, plexus choroide,
Gs . Post-
5-HT6R , hippocampe, cervelet, hypothalamus, thalamus, .
(+) Adénylate , synaptique
noyaux accumbens, gyrus denté
Cyclase
Excitateur - .
5-HT7R G Cortex cérébral, amygdale, hippocampe, Post-
(+)Adény|a'ie Cyclase hypothalamus, thalamus, hippocampe synaptique

2.4.Roles physiopathologiques de la sérotonine

La large distribution des projections sérotoninergiques explique I'implication de la sérotonine
dans de nombreux processus physiologiques avec des roles a la fois en périphérie, notamment

au niveau intestinal, et dans le SNC (Martin et al., 2017; Sharp and Barnes, 2020).

Au niveau périphérique, la sérotonine est synthétisée par les cellules entérochromaffine de la
mugqueuse gastro-intestinale jouant un réle important dans I’homéostasie intestinale
(Koopman et al., 2021; Reigstad et al., 2015). Elle est ainsi impliquée dans le syndrome du
cOlon irritable. En se liant aux 5-HT3R et 5-HT4R, la sérotonine va jouer un réle dans le
fonctionnement digestif par une modulation du péristaltisme intestinal (Young et al., 2015).
Elle a également un réle de facteur de croissance en intervenant dans le développement du
systeme nerveux entérique (De Vadder et al., 2018; Valverde et al., 2000). Environ 90-95 % de

la sérotonine est localisée en périphérie, stockée dans les plaquettes sanguines grace a la
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présence des SERT a leur membrane (Spohn and Mawe, 2017). En se fixant sur les 5-HT1R des
muscles lisses vasculaires, la sérotonine entraine une vasoconstriction d’olu son role important
dans la physiopathologie de la migraine (Dussor, 2014). En effet, lors d’une crise migraineuse
ou de céphalées, une libération de neurotransmetteurs (notamment la sérotonine) au niveau
des terminaisons nerveuses, stimule les artéeres de la dure mére et provoque une libération
de neuropeptides au niveau des vaisseaux sanguins. Ces neuropeptides provoque alors une
inflammation puis une vasodilatation des arteres ce qui provoque des douleurs (Hamel, 2007).
Des agonistes des 5-HT1BR/1DR, les triptans, sont utilisés dans le cadre des traitements anti-

migraineux (Johnston and Rapoport, 2010).

Au niveau central, la sérotonine joue un réle essentiel dans le développement de I'embryon
et du SNC (Romero-Reyes et al., 2021; Sodhi and Sanders-Bush, 2004). Elle agit en effet sur la
neurogenese, la synaptogenese, la migration cellulaire ou encore la différenciation neuronale
(Djavadian, 2004). A I’age adulte, la sérotonine régule différentes fonctions telles que le cycle
veille/sommeil (Portas et al., 2000), le comportement alimentaire (Leibowitz and Alexander,
1998), la thermorégulation (Ishiwata et al., 2017), la nociception (Bardin, 2011), le
comportement sexuel (Olivier et al., 2011) et les processus cognitifs (Bacqué-Cazenave et al.,

2020).

Par son implication dans de nombreuses fonctions cérébrales et sa localisation dans
différentes structures, la sérotonine est associée a plusieurs pathologies neurologiques et
psychiatriques. Une perturbation de la neurotransmission sérotoninergique, notamment une
diminution de la concentration en sérotonine dans le cerveau, conduit au développement de
diverses maladies mentales, comme la dépression, I'anxiété, la SCZ et les troubles du spectre
autistique (Pourhamzeh et al., 2022; Stein and Andrews, 2015). Des inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine permettent de retrouver des niveaux normaux en sérotonine et
sont couramment utilisés dans le cadre de la dépression (Joshi, 2018). Concernant la SCZ, la
majorité des neuroleptiques atypiques sont antagonistes des 5-HT2AR (clozapine, olanzapine,
rispéridone, aripiprazole) et/ou agonistes des 5-HT1AR (clozapine, aripiprazole) en plus de
leurs actions sur d’autres types de récepteurs (notamment dopaminergique) (Brindisi et al.,
2014; Meltzer et al., 2003). Des agonistes 5-HT4R sont également développés dans le cadre
de maladies neurologiques comprenant des troubles de la mémoire comme la maladie

d’Alzheimer (King et al., 2008; Roux et al., 2021). Des études précliniques ont montré que
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I’activation des 5-HT4R par des agonistes améliorait les performances d’apprentissage et les
processus mnésiques chez le rat (Lelong et al., 2001; Quiedeville et al., 2015). Les 5-HT7R
guant a eux semblent étre impliqués dans de nombreuses fonctions comme |'apprentissage,
la mémoire ou la nociception et le développement de ligands spécifiques semblent étre une
piste intéressante pour le traitement de certaines pathologies comme la dépression,
I’épilepsie, I'anxiété ou encore la SCZ (Hedlund et al., 2005; Hrnjadovic et al., 2021; Nikiforuk,
2015). Néanmoins, il est nécessaire de développer de nouveaux ligands plus spécifiques afin
d’étudier davantage l'implication de ces récepteurs dans ces troubles (Hedlund, 2009;
Leopoldo et al., 2011). Enfin, depuis le début des années 2000, les 5-HT6R ont montré un
intérét croissant pour le traitement des troubles cognitifs associés au vieillissement ou a des
maladies comme la SCZ ou la maladie d’Alzheimer (Benhamu et al., 2014; Da Silva Costa-Aze
et al.,, 2012, 2011; de Bruin and Kruse, 2015; King et al., 2008; Quiedeville et al., 2015, 2014).
Dans le cadre de mes travaux de these, nous nous sommes intéressés a ce sous-type de

récepteur comme cible thérapeutique d’intérét dans la SCZ.

2.5.Récepteurs 5-HT6

Clonés pour la premiére fois chez le rat en 1993 (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993) puis
guelgues années apres chez I’'Homme (Kohen et al., 1996) et la souris (Kohen et al., 2001), les
5-HT6R appartiennent a la superfamille des RCPG. La protéine humaine est codée par le géne
htr6 présent sur le chromosome 1 (1p36.13) et compte 440 acides aminés (masse
moléculaire chez 'Homme : 46,8 kDa). Ce géne se trouve sur le chromosome 5 chez le rat et
le chromosome 4 chez la souris. La protéine 5-HT6R présente chez la souris est homologue a

97 % a celle du rat et a 89 % a celle de ’'Homme (Woolley et al., 2004).

2.5.1. Distribution cérébrale et localisation cellulaire
La particularité des 5-HT6R est leur expression quasi-exclusive au niveau du SNC et tres faible
en périphérie. Seule une tres faible expression des ARN messagers (ARNm) codant pour les 5-
HT6R est retrouvée au niveau de I'estomac, des glandes surrénales, du thymus et de la rate
(Barnes et al., 2021; Pierce et al., 1996). Cette trés faible expression en périphérie fait de ce
type de récepteur une cible thérapeutique idéale puisque son activation n'entraine que tres
peu d’effets secondaires périphériques. Au niveau central, des études d’hybridation in situ et
de réactions de polymérase en chaine (PCR) ont mis en évidence la présence d’ARNm codant
pour les 5-HT6R dans de nombreuses régions cérébrales incluant le bulbe olfactif, le striatum,
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I’"hippocampe, le cervelet, I'hypothalamus, les tubercules olfactifs, 'amygdale ainsi que le
cortex chez le rat (Barnes et al., 2021; Dupuy et al., 2023; Gérard et al., 1996; Helboe et al.,
2015; Monsma et al., 1993; Roberts et al., 2002), chez la souris (Barnes et al., 2021; Dupuy et
al., 2023; Hirst et al., 2003) ainsi que chez ’'Homme (Barnes et al., 2021; Hirst et al., 2003;
Roberts et al., 2002).

A ce jour, quelques études ont pu mettre en évidence la localisation cellulaire et subcellulaire
de ces récepteurs et les interactions entre les 5-HT6R et d’autres systémes de
neurotransmission. C'est notamment a la suite de lésions spécifiques des neurones
sérotoninergiques par la 5,7-Dihydroxytryptamine (5,7-DHT) que I'équipe de Gérard et al.
(1996) a mis en évidence que les 5-HT6R étaient situés au niveau postsynaptique sur des
neurones sérotoninergiques. Des lésions du noyau basal magnocellulaire, principale origine
des projections cholinergiques vers le néocortex, ne modifient pas I'expression des ARNm ni
de la protéine suggérant que les 5-HT6R sont faiblement exprimés sur les neurones
cholinergiques (Marcos et al., 2006, 2008; Riemer et al., 2003; Woolley et al., 2004). D’autre
part, aucune modification de la fixation d’un radioligand, le [1251]SB-258585, sur les 5-HT6R
n‘est retrouvée a la suite de lésions de la voie dopaminergique nigro-striée, suggérant
également que les 5-HT6R ne sont pas présents sur les neurones dopaminergiques, au moins
au niveau du striatum (Roberts et al., 2002). Des études de microdialyse ont montré que le
blocage sélectif des 5-HT6R par des antagonistes provoquait une augmentation du niveau de
glutamate et d’acétylcholine chez le rat au niveau de I'hippocampe et du cortex frontal
(Dawson et al., 2000; Dawson et al., 2001; Hirst et al., 2006; Mgrk et al., 2017) ainsi que du
niveau de dopamine et de norépinéphrine dans I"hippocampe (Lacroix et al., 2004; Li et al.,
2007; Mgrk et al., 2017). De maniére intéressante, I'activation des 5-HT6R par des agonistes
induit une augmentation du niveau de GABA au niveau de I'amygdale, de 'hippocampe et du
striatum (Schechter et al.,, 2008). L'ensemble de ces résultats suggere une localisation
préférentielle des 5-HT6R sur des interneurones GABAergiques et des neurones
glutamatergiques. Des études ont également montré une co-localisation des 5-HT6R avec des
neurones GABAergiques et glutamatergiques dans le striatum et I'hippocampe principalement
(Helboe et al., 2015; Woolley et al., 2004). Il a notamment été montré que les 5-HT6R étaient
co-localisés avec I'enzyme de synthése du GABA, la glutamate décarboxylase (GAD67 et

GADG65) ainsi qu’avec un transporteur vésiculaire du glutamate (Vesicular glutamate
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transporter 1 ou vGlutl) (Helboe et al., 2015; Woolley et al., 2004). Ainsi, il a été suggéré que
les 5-HT6R permettaient la modulation des systemes glutamatergiques, dopaminergiques et
cholinergiques en agissant sur 'inhibition induite par les interneurones GABAergiques. Au
niveau sub-cellulaire, les 5-HT6R ont été identifiés sur les épines dendritiques (Gérard et al.,
1997; Lesiak et al., 2018; Ruat et al., 1993) ainsi que, plus récemment, au niveau des cils

primaires des neurones (Brodsky et al., 2017; Dupuy et al., 2023; Lesiak et al., 2018).

2.5.2. Mécanisme de transduction

Le 5-HT6R est un récepteur métabotropique couplé a une protéine Gqs (Bockaert et al., 2021;
Chaumont-Dubel et al., 2020) et qui présente une activité constitutive (Chaumont-Dubel et
al., 2020; Deraredj Nadim et al., 2016; Doucet et al., 2021; Duhr et al., 2014) . La stimulation
du récepteur induit une activité de I'AC permettant une production d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire (Ruat et al., 1993). L'augmentation d’AMPc
induit une activation de la protéine kinase A (PKA) entrainant I'activation du facteur de
transcription CREB (cAMP Responding Element) (Marcos et al., 2010; Sheng et al., 1991; Silva
et al., 1998). D’autres interactions ont été mises en évidence notamment des interactions
entre les 5-HT6R et les protéines ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases) (Riccioni et
al., 2011; Yun et al., 2007). L'activation des 5-HT6R induit une interaction entre la protéine
Jab1 (Jun activation domain-binding protein-1) et la protéine Fyn avec le domaine C-terminal
des récepteurs (Riccioni et al., 2011; Yun et al., 2010, 2007). L’autophosphorylation de Fyn va
induire in fine une phosphorylation des protéines ERK1/2 permettant une activation des 5-
HT6R ainsi qu’une augmentation de leurs expressions a la membrane des cellules. Par ailleurs,
cette interaction va entrainer une translocation de Jab1 dans le noyau ce qui va induire une
phosphorylation de la protéine c-Jun. L'équipe de Meffre (2012) (Meffre et al., 2012) ont mis
en évidence linteraction des 5-HT6R avec la protéine mTORC1 (mammalian Target Of
Rapamycin Complex 1). La voie mTOR est connue pour étre impliquée dans divers processus
neurodéveloppementaux et dans certaines pathologies (Meffre et al.,, 2012; Szwed et al.,
2021). Cette voie fait intervenir la voie de transduction Pi3K (phosphatidylinositol 3 (OH-
kinase) -AKT-mTOR) (Ersahin et al., 2015). Enfin, plus récemment, I'équipe de Duhr et al.
(2014) ont montré des interactions entre les 5-HT6R et la voie cdk5 (cyclin-dependent kinase
5), connue pour étre impliquée dans la croissance et la différenciation neuronale (Figure 12)

(Chaumont-Dubel et al., 2020; Duhr et al., 2014).
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Figure 12. Voies de transduction intracellulaire des récepteurs a la sérotonine de type 6.

Le couplage des 5-HT6R avec la protéine Gas permet I'activation de I’AC puis la production d’AMPc et I'activation
de la PKA. La PKA va par la suite phosphoryler les protéines CREB1. D’autre part, le 5-HT6R est associé a d’autres
voies de signalisation indépendante de la protéine G. La premiére est la phosphorylation des protéines Fyn
entrainant une cascade d’activation des protéines RAS, RAF1, MEK jusqu'a activer ERK1/2. La deuxiéme voie
concerne |'activation de la protéine JAB1 dans le noyau qui conduit a la phosphorylation de C-jun. Ala membrane,
I'activation de JAB1 conduit aussi a la phosphorylation de cdk5 puis de cdc42. Enfin, la derniére voie concernée
est celle du complexe mTORC1 via la voie PI3K/AKT/mTOR. AC : Adénylate cyclase ; Cdk5 : Cyclin-dependent
kinase 5 ; Cdc42 : Cell division control protein 42 ; CREB : cAMP response element-binding protein ; ERK1/2 :
Extracellular signal-regulated kinase 1/2 ; PKA : Protéine kinase A ; Jab1 : Jun activation domain-binding protein-
1 ; MEK : Mitogen-activated protein kinase kinase ; mTORC1 : Complex 1 of mammalian target of rapamycin ;
PI3K : Phosphatidylinositol 3-OH-kinase ; Rafl : Rapidly accelerated fibrosarcoma kinase 1 ; Rheb : Ras homolog
enriched protein ; TSC1/2 : Tuberous sclerosis complex 1/2.

2.5.3. Modulateurs pharmacologiques

Comme décrit précédemment, les 5-HT6R sont retrouvés dans de nombreuses régions
cérébrales conférant ainsi a ces récepteurs des réles physiopathologiques multiples (voir 2.6).
Afin de mettre en évidence les fonctions de ce récepteur, des agents sélectifs des 5-HT6R ont
été développés et notamment des antagonistes sélectifs présentés dans Le Tableau 5. Les
premiers antagonistes développés ont été le Ro 04-6790 et Ro 63-0563 synthétisés par Roche
et le SB-271046 synthétisé par SmithKline. Bien gu’ils aient une trés bonne sélectivité pour les
5-HT6R, leur passage de la barriere hémato-encéphalique (BHE) reste limité. D’autres
antagonistes ont alors été synthétisés, notamment le SB-257134, le SB-742457 ou encore le
Ro 43-68554 qui passent davantage la BHE mais qui présentent une sélectivité moindre.

L’antagoniste SB-258585, quant a lui, a été utilisé comme radioligand afin de cartographier la
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localisation des 5-HT6R dans le cerveau (Hirst et al., 2000; Roberts et al., 2002). Certains de
ces ligands initialement qualifiés d’antagonistes sont maintenant également considérés
comme des agonistes inverses a la suite de la découverte d’une activité intrinseque, c’est le
cas par exemple du Ro 04-6790 et du SB-271046 (Deraredj Nadim et al., 2016; Romero et al.,
2006). Plusieurs antagonistes ont été testés lors d’essais cliniques, notamment, les
antagonistes SB-742457 (Intepirdine) et Lu-AE58054 (lIdalopirdine), afin d’évaluer leurs effets
sur les déficits cognitifs de la maladie d’Alzheimer (a des stades légers a modérés). Ces agents
n’ont pas présenté les effets positifs attendus lors de la phase Il (Lang et al., 2021; Mullard,

2016) (Tableau 5).

En parallele, quelques agonistes des 5-HT6R ont été développés comme le WAY-181187 et le
WAY-208466 (Schechter et al., 2008), 'EMD 386088 (Mattsson et al., 2005), les E-6837 et E-
6837 (Romero et al., 2006) ou encore le ST1936 (Valentini et al., 2011). Ces agonistes ont
notamment été étudiés dans le cadre de traitement contre I'anxiété et la dépression

(Jastrzebska-Wiesek et al., 2016; Nikiforuk et al., 2011; Wesotowska, 2010).
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Tableau 5. Tableau récapitulatif des principaux antagonistes sélectifs des 5-HT6R.

* Sélectivité pour le 5-HT6R par rapport a d’autres récepteurs (nombre entre parenthéses). ? : non déterminé ; BHE : barriere hémato-encéphalique.

Composés pKi Sélectivité .. \ PR A
N° Cas Homme Rat Souris pA2 BHE 5-HTGR* Principaux effets dans des modeles pré-cliniques Références
Ro 04-6790 100 x Induit des étirements et baillements. Bentley et al., 1999; Bos et al., 2001;
202466-68-0 7.26 7.35 <4 6.75 <1% (23) Améliore la rétention dans la piscine de Morris. Sleight et al., 1998; M L Woolley et al.,
Réverse des déficits induits par la scopolamine et le MK-801 2001; Marie L Woolley et al., 2003
1 L. s .
Ro 63-0563 7.91 7.91 ? 7.10 <1% (%g)x Pas d’effets cognitifs décrits dans la littérature Boess et al., 1998; Sleight et al., 1998
Améliore la discrimination d’objets nouveaux dans un test de
Ro 43-68554 50 x reconnaissance d’objet. Réverse les déficits induit par la . .
? 4 ? 2 >809 , ) L l., 2005; Sch l., 2007
478082-99-4 9 8 80% (35) scopolamine (reconnaissance d’objets, sociabilité, reconnaissance ieben et al., 2005; Schreiber et al., 200
sociale, apprentissage par évitement passif
Biodisponibilité orale >80%. Bromidge et al., 1999; Da Silva Costa-Aze
Réverse les déficits induits par la scopolamine (piscine de Morris 06k, AUl 220 7ol Rty AATIOR
$B-271046 200 x ? INCLIES par ia scopo'amine {p " | Gengetal., 2018; Loiseau et al., 2008;
9.09 9.15 8.91 8.71 10% évitement passif, sociabilité) . .
209481-24-3 (55) ! e en . . Marcos et al., 2008; Quiedeville et al.,
Réverse les déficits induits par le MK-801 (reconnaissance d’objet).
Effets anti-dépresseur et anxiolytique ) U 5 LA e D 5200
P ytique. Sudrez-Santiago et al., 2017, 2022
5B-258585 8.74 864 | 7.95 ? <1% 100 Effeii(il:::-gc?g dreizilr]eizrﬁilsi? ue Hirst et al,, 2000; Meffre etal, 2012;
209480-63-7 : : : : ° (13) . > antr-depresseur et anxiolytq Wesotowska & Nikiforuk, 2007
Réverse les déficits de mémoire sociale induite par la PCP
Biodi ibilité orale 52 9
SISREELE 9.11 8.81 ? 7.85 ? 200x Réverse les déficits mlr?:slispl:);slti);gji:raarelz sc/:) olamine ou le MK- Hirst et al., 2006; Hirst et al., 2003;
402713-80-8 : : : : : (72) 1esiq P po! Perez-Garcia & Meneses, 2005
801. Améliore la reconnaissance sociale
Biodisponibilité orale 65 % . .
SB-357134 0 200 x L. e L. ) : . Bromidge et al., 2001; Perez-Garcia &
919963-52-7 8.59 8.85 7.21 7.63 19% (72) Préviens les déficits mnésiques |gg;|ts par la scopolamine ou le MK- Meneses, 2005; Stean et al., 2002)
Intepirdine Essais cliniques : NCT02910102 ; NCT02585934 ; NCT02586909 de Bruin et al., 2013; Lang et al., 2021;
(SB-742457) 9.6 9.6 ? ? 50 % 100 x ques :RLIDZILD202 5 ’ M s -ang etat, ’
607742-69-8 Biodisponibilité orale 76 % Neill et al., 2010
Idalopirdine
., 2010; 2011;
(Lu AE58054) 9.08 ? ? ? ? 20 x Essais cliniques : NCT01019421 ; NCT02006641 ; NCT02006654 Arnt et al., 2010; Arnt & Olsen, 2011;
HY-14338A (70) Mullard, 2016
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2.6.Intérét des 5-HT6R comme cible thérapeutique

Le développement d’antagonistes sélectifs des 5-HT6R a permis de mettre en évidence
I'implication de ces récepteurs dans certains processus cognitifs comme la mémoire (Fone,
2008). Ainsi, les ligands 5-HT6R ont pu étre testé pour le traitement des déficits cognitifs
retrouvés dans certaines maladies comme la maladie d’Alzheimer, I'anxiété, la dépression et

la SCZ (Meneses et al., 2011).

2.6.1. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative dans laquelle les patients
présentent comme principal symptéme des troubles de la mémoire. Au vu de I'implication des
5-HT6R dans les processus cognitifs et plus particulierement mnésiques (Codony et al., 2011),
de nombreuses études précliniques et cliniques ont évalué les effets des antagonistes des 5-
HT6R comme traitement du déclin de la mémoire associé a la maladie (Ramirez, 2013). Chez
I'animal, dans un modeéle d’amnésie induite par la scopolamine (antagoniste compétitif des
récepteurs muscariniques), des effets bénéfiques ont été observés lors du test de
reconnaissance d’objets (Hirst et al., 2006; Schreiber et al., 2007), du test d’évitement passif
(Foley et al., 2004; Schreiber et al., 2007), du test de reconnaissance sociale (Loiseau et al.,
2008; Schreiber et al., 2007) ou encore du test d’alternance spontanée (Da Silva Costa-Aze et
al., 2012, 2011). Le blocage des 5-HT6R permet aussi d’améliorer les déficits induits par le MK-
801 dans ces tests (King et al., 2004; Marcos et al., 2008). Quelques antagonistes 5-HT6R ont
été étudiés lors d’essais cliniques. C’'est en particulier le cas de I'intepirdine (SB-742457) et de
I'idalopirdine (Lu AE58054). Cependant, malgré les effets positifs observés lors des deux
premieres phases, ces antagonistes n’ont pas montré d’effets positifs en phase Il (Khoury et

al., 2018; Lang et al., 2021; Mullard, 2016).

2.6.2. Anxiété et dépression
Quelques études précliniques ont mis en évidence des effets de type anxiolytique et
antidépresseur a la suite du blocage des 5-HT6R. Lors d’'une administration aiglie, Le SB-
399885 permettrait d’augmenter de maniére dose-dépendante le temps passé dans les bras
ouverts d’un labyrinthe en croix surélevée chez le rat (Khoury et al., 2018; Wesotowska and
Nikiforuk, 2007). Wesotowska & Nikiforuk (2007) ont également montré des effets anti-

dépresseur de ce ligand, administré par voie intra-hippocampique, qui a diminué le temps
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d’'immobilité des animaux dans le test de la nage forcée et de la suspension par la queue.
Concernant le SB-271046, apres administration I.P, un effet similaire, a savoir une diminution
du temps d’immobilité, a été observé lors du test de la nage forcée mais, pas lors du test de
suspension par la queue (Hirano et al., 2009). L’équipe de Sudrez-Santiago et al. (2017) a,
guant a elle, montré que le SB-271046 réduisait le temps d’'immobilité des souris ayant recu
un traitement chronique de kétamine aussi bien lors du test de la nage forcée que de la
suspension par la queue. Cependant, bien que le SB-271046 et le SB-399885 ont des effets
antidépresseurs, ils sont néanmoins plus faibles que ceux observés par un traitement a
I'imipramine, un inhibiteur non sélectif de la recapture des monoamines, utilisé comme
antidépresseur de référence (Hirano et al.,, 2009). Administré dans la région du CAl de
I’"hippocampe, le SB-258585 diminuerait lui aussi le temps d’immobilité lors du test de la nage
forcée chez le rat, effet comparable a ceux observés en présence de l'imipramine

(Wesotowska et al., 2007).

2.6.3. Schizophrénie

Comme décrit dans la premiere partie de cette introduction, la SCZ est une maladie
hétérogene dans laquelle certains patients peuvent présenter des symptomes résistants aux
traitements médicamenteux actuels (Correll and Howes, 2021). Depuis ces deux derniéres
décennies, cibler les récepteurs 5-HT6R présente un intérét croissant pour le traitement de
ces symptémes. Certains antipsychotiques atypiques, comme la clozapine et I'olanzapine, ont
une certaine affinité pour les 5-HT6R (Glatt et al., 1995; Hirano et al., 2011). Une étude
pharmacocinétique de Hirano et al. (2011) montre que le taux d’occupation des 5-HT6R
équivaut respectivement a 88 % et 97 % apres une administration orale de chlorpromazine et
de clozapine. Cependant, ces antipsychotiques ciblent également d’autres types de
récepteurs, notamment cholinergiques, provoquant ainsi des effets secondaires conséquents
(Divac et al., 2014; Rajagopalan et al., 2019). Ainsi, certains ligands des 5-HT6R ont été testés
lors d’études précliniques sur des modéles animaux de la maladie au vu des effets pro-
cognitifs observés avec ces molécules (voir Tableau 6). Dans un modeéle
d’hypofonctionnement glutamatergique induit par le MK-801 ou la PCP, I'antagoniste SB-
271046 réverse les déficits de la mémoire spatiale en piscine de Morris (Marcos et al., 2008)
et les déficits observés lors du test de peur conditionnée (Woods et al., 2012) mais, pas ceux

associés a la reconnaissance d’objet (King et al., 2004). L’antagoniste Ro 43-68554 quant a lui
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ne permettrait pas d’améliorer les déficits cognitifs observés lors du test d’alternance
spontanée pour la mémoire de travail, ni durant les tests de mémoire spatiale et de
reconnaissance d’objets dans le modele MK-801 (Gravius et al., 2011). Néanmoins, dans un
modele de séparation maternelle chez le rat, le SB-271046 améliore les déficits de mémoire
dans le test de reconnaissance d’objets (Marcos et al., 2008). De méme pour le Ro 04-6790
dans un modele d’isolement social, sur les performances d’apprentissage dans le test de la
piscine de Morris (Fone, 2008). Des études de de Bruin et al. (2016, 2010) montrent qu’un
autre antagoniste, le SLV augmente de maniere significative les performances de mémoire de
travail dans le test d’alternance spontanée avec le modele MK-801. Des résultats divergents
ont été observés concernant le test du PPl mesurant le filtrage sensoriel par I'inhibition du
réflexe de sursaut chez I'animal. En effet, administrés seuls les antagonistes Ro 43-68554 et
SB-271046 ne permettent pas de contrebalancer les déficits observés dans le test du PPl apres
administration de MK-801 ou de PCP ni dans un modeéle de Iésion néonatale de I’hippocampe
ventral (Leng et al., 2003; Pouzet et al., 2002; Schreiber et al., 2007). Cependant, en
combinaison avec des antipsychotiques atypiques comme la clozapine ou la rispéridone, le SB-

271046 améliore de maniére significative ces déficits d’inhibition (Fijat et al., 2014).

En parallele, I'efficacité de certains agonistes ont également été évalué sur des modeles
animaux. Des traitements aigus de I'agoniste E-6837 ou de l'agoniste E-6801 a permis
d’améliorer les déficits induit par la kétamine ou la scopolamine (Kendall et al., 2011; Rychtyk
et al., 2019; Sudrez-Santiago et al., 2022, 2017). Cependant, un autre agoniste, 'EMD 386088,
semble quant a lui ne pas avoir d’effets procognitifs marqués et a l'inverse altérer les
processus mnésiques (Amodeo et al., 2018; Nikiforuk et al., 2013). Toutefois, les effets de cet
agoniste sur la mémoire semble dépendre de la dose utilisée (Amodeo et al., 2018; Meneses

et al.,, 2011).

En résumé, seules quelques études ont évalué les effets des antagonistes 5-HT6R sur des
modeles en lien avec la SCZ. En fonction des protocoles et des tests utilisés, le blocage des 5-
HT6R engendre des effets différents. Par ailleurs, les modeéles étudiés sont majoritairement

des modeles monofactoriels trop éloignés, peut-étre, de la physiopathologie de la maladie.
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Tableau 6. Résumé des effets du blocage des récepteurs 5-HT6R dans différents modéles animaux
monofactoriels de SCZ.
+ : effet bénéfique sur les déficits, - pas d’effet. Adapté de (de Bruin and Kruse, 2015)

Antagonistes Ro 43-68554 | Ro 04-6790 | SB-271046 | SB-399885 | SB-258585
Mesures Tests Modales +: a:néliore les défi(l:i'fs.observés ]
- pas d’effets sur les déficits observés
Symptomes de type déficitaires
Test de Scopolamine +
sociabilité PCP néonatal +
Sociabilité Test de Scopolamine + + +
reconnaissance WAY-181187
sociale (Agoniste) + *
Déficits de type cognitifs
Scopolamine +
Mémoire de Alternance R A <
. ) Animaux agés +
travail spontanée
MK-801 - + -
Scopolamine - + +
Piscine de MK-801 - + -
Morris Animaux agés + +
8-OH-DPAT +
Scopolamine + + + + +
Apprentissage Test de Animaux agés +
e: mertnowe 3 | reconnaissance Séparation
ong terme ’ i
J d’objets maternelle +
MK-801 - + =
Peur Scopolamine + - -/+ -
conditionnée MK-801 - + -
Evitement .
R Scopolamine + +
passif
Autres déficits
Amphétamine -
PCP - -
Filtrage opl MK-801 - -/+ +
sensoriel Lésion néo-natale
de I'hippocampe -
ventral
Apomorphine -
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A la suite de cette introduction de these, il apparait que le développement de nouveaux
modeéles multifactoriels soit maintenant nécessaire pour se rapprocher davantage de
I’étiologie actuelle de la SCZ. En effet, les nombreuses études épidémiologiques ont permis de
mettre en évidence de multiples facteurs de risque qui peuvent étre reproduits chez I'animal,
afin d’améliorer considérablement la validité de construction des modéles. Cette amélioration
permettra une meilleure transposabilité entre les études animales et humaines ce qui fait
certainement encore défaut au développement de nouveaux médicaments et a I’évaluation
de nouvelles cibles thérapeutiques. Les antipsychotiques actuels ne prennent en charge que
partiellement la symptomatologie de la SCZ en agissant particulierement sur les symptémes
productifs et moins sur les symptémes déficitaires et les déficits cognitifs. Le développement
de nouveaux médicaments doit obligatoirement se faire par I'utilisation de modéles animaux

complexes et pertinents et qui présentent ces déficits.

Une des pistes thérapeutiques intéressantes pour améliorer les symptomes déficitaires et les
déficits cognitifs est de viser les récepteurs a la sérotonine de type 6 au vu des effets
bénéfiques du blocage de ces récepteurs sur les fonctions cognitives. Dans ce contexte, il
semble pertinent de s’intéresser a cette piste thérapeutique dans la cadre de la SCZ et de
mesurer les effets de la modulation des 5-HT6R dans I'amélioration des symptomes

déficitaires et les déficits cognitifs.

C’est dans ce cadre que s’inscrit ma thése qui présente deux objectifs principaux :
- Evaluer la pertinence d’un nouveau modéle animal multifactoriel (2-hit) de SCZ qui se
base sur la combinaison de deux facteurs de risque : une altération génétique du géne de
la sérine racémase, associée a un stress précoce induit par une séparation maternelle de
24 h au 98¢ jour de vie post-natal.
- Etudier I'intérét de la modulation des 5-HT6R pour améliorer les déficits du modele 2-
hit. Cette modulation consiste en un blocage sélectif chronique des 5-HT6R par un

antagoniste, le SB-271046.

La validité d’apparence du modele a été étudiée a l'aide d’études comportementales
permettant a la fois d’évaluer les symptémes de type productif (mesure de l'activité
locomotrice), de type déficitaire (tests de comportement social) et les déficits cognitifs (test

d’apprentissage et de mémoire) ainsi que le niveau d’anxiété et le filtrage sensoriel (par le test
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d’inhibition du réflexe de sursaut) (article 1). Afin de mettre en évidence de possible altération
de la plasticité fonctionnelle au niveau des synapses CA3-CA1 hippocampiques, une étude

électrophysiologique ex vivo a été réalisée dans ce méme modeéle.

Concernant le second objectif, le SB-271046 est un antagoniste sélectif avec une trés bonne
affinité pour le 5-HT6R (voir le Tableau 5). Il a été utilisé afin de bloquer de maniére spécifique
les 5-HT6R et d’observer les effets de ce blocage sur les déficits du modele 2 -hit. Aprés un
traitement sub-chronique de deux semaines, des études comportementales ont été réalisées
: mesure de 'activité locomotrice, de sociabilité et de reconnaissance sociale, de mémoire de
travail et d’anxiété. Ces tests ont été réalisés a deux ages différents, 3-4 mois puis 9-10 mois
afin d’évaluer la chronicité des déficits du modele 2-hit et de I'efficacité du traitement a deux
ages différents. Les mémes études électrophysiologiques ex-vivo que celles décrites
précédemment ont été réalisées dans le but de caractériser les mécanismes sous-jacents de

la modulation des 5-HT6R.
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3.1. Animaux : conditions d’hébergement

L’ensemble des souris, males et femelles, agées entre 3 et 10 mois a été fournies par notre
établissement local (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Université de Caen,
Caen, France) et a comme fond génétique C57BL/6J. Les souris juvéniles males agées de 3
semaines utilisées pour le test de sociabilité et de reconnaissance sociale proviennent du
laboratoire Janvier (53940, Le Genest-Saint-Isle). Les souris ont été hébergées dans des cages
en polycarbonate (N=5 par cage de taille 32 x 16 x 13 cm?3) dans des conditions standards
contr6lées comprenant un cycle lumiere-obscurité inversé de 12h — 12h (lumiére a 19h30),
une température et hygrométrie stables (22°C+2 °C; 50 £ 10 %). Les animaux ont eu un acces
a I'eau et a la nourriture illimitées et les cages ont été enrichies d’'un abri en carton et de
papier kraft. L'ensemble des expériences a été réalisé en conformité avec la directive du
Conseil de I'Union Européenne et approuvé par le Comité d’Ethique Normandie en Matiere
d’Expérimentation Animale (CENOMEXA, demande d’autorisation de projet 2010/63/UE,
Project n°2020121013375130 v2 et n°2022032815413897 v3).

3.1.1. Groupes expérimentaux

Pour la plupart des expérimentations, quatre groupes expérimentaux ont été sélectionnés :

- Le groupe témoin C57BL/6J ou souris Wild-type (WT)
- Le groupe ayant subi une délétion génétique de I'enzyme sérine racémase (SR-KO)
- Le groupe ayant subi une séparation maternelle (SM)
- Le groupe soumis a la combinaison de la délétion génétique et de la séparation

maternelle (2-hit)

La construction génétique des souris SR-KO est celle introduite par Basu et al. (2009) et
consiste en la délétion du premier exon du gene SR provoquant une déplétion en D-serine de

plus de 90% chez ces souris (Ploux et al., 2020).

Concernant la séparation maternelle, le protocole est issu des travaux de Bouet et al. (2011)
et d'Ellenbroek et al. (1998). En résumé, neuf jours apres la naissance des souriceaux (PND9),
les méres appartenant aux groupes SM et 2-hit étaient transférées pendant 24h (9h — 9h le
lendemain) dans une cage standard positionnée a c6té de celle des petits. Ce protocole est
connu pour induire un stress important chez les souriceaux (hypothermie, hypoglycémie,

appels vains par ultrasons etc.). Les souris des groupes témoin et SR-KO étaient également
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retirées et transférées dans une cage pendant seulement 20 secondes avant d’étre de

nouveau placées dans la cage d’origine.

L'ensemble des souris utilisées ont été identifiées a I'aide d’une puce positionnée sur le dos
de I'animal en sous-cutanée. Cette puce sera injectée en une seule fois sous anesthésie

générale par Isoflurane (5 % - 2.5 %) dans un mélange de 02/N,0 (0.3/0.7).

3.1.2. Génotypage
Afin de confirmer le génotype des souris, un génotypage a été réalisé apres prélévement de
poils avec bulbe au niveau de la joue. Le prélevement de poils a été réalisée durant le pucage
des souris. L’ADN a été extrait en placant I’échantillon dans 90 pL d’une solution de NaOH (50
nM) pendant 10 min avant d’ajouter 10 pL de Tris HCL 1M (Ph 8 .0) pour neutraliser I'effet
basique. Une PCR a ensuite été réalisée avec les amorces serine ko forward « GAA TTT CCT
CCT GTT AAG TGA ATC TTC C » et serine ko reverse « ACG TGG GAA CCT GCT GGA TTCT ». La
révélation s’est faite dans un gel d’agarose par électrophoreése, et les résultats de cette analyse

figurent en annexe 1.

3.1.3. Traitements pharmacologiques
L’antagoniste compétitif des 5-HT6R, le SB-271046 (chlorhydrate de 5-chloro-N-(4-méthoxy-
3-piperazin-1-yl-phényl)-3-méthyl-2-benzotiophéne sulfonamide), a été synthétisé par le
Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN, Caen France). Il
s’agit d’un antagoniste avec une bonne sélectivité pour les 5-HT6R (sélectivité > facteur 200)
et qui possede une grande affinité (pKi=8,9 chez 'Homme, pKi=9,3 chez le rat et pKi=8,9 chez
la souris). En outre, son passage de la barriere hématoencéphalique est de I'ordre de 10% (S
M Bromidge et al., 1999; Hirst et al.,, 2003; Romero et al.,, 2006; Routledge et al., 2000).
L’'ensemble des traitements pharmacologiques utilisés pour les études comportementales

et électrophysiologiques est détaillé dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Tableau récapitulatif des différentes substances et des protocoles utilisés lors des études.
I.P : intrapéritonéale ; AMPA : acide aminométhylphosphonique ; GABA : acide y-aminobutyrique ;
NMDA : N-méthyl-D-aspartate.

Activité . Nature et durée .
Substance o Concentration . Fournisseur
(N° CAS) du traitement
SB-271046 Antagoniste / In vivo : 60 min
(5-Chloro-3-methyl- ason Invivo : 10 mg/kg | avant les tests,
benzo[b]thiophene-2- agoniste inverse . . . CERMN
o . Electrophysiologie traitement
sulphonic acid (4- des récepteurs 5- . . (Caen,
. . Ex vivo : 0.1 uM, chronique (I.P)
methoxy-3-piperazin-1- HT6R ) France)
yl-phenyl)-amide (209481-24-3) 1H.M et 1OU.M 14 jours .
monohydrochloride) Ex vivo : 15 min
NBQX disodium salt | Antagoniste des Tocris
(2,3-dihydroxy-6-nitro-7- récepteurs . . . L ®
sulfamoyl- AMPA et Kainate Ex vivo : 10 uM Ex vivo : 15 min Béo.suelaneK
benzo(F)quinoxaline) (479347-86-9) (Bristol, UK)
Antagoniste des Sigma-
Bicuculline récepteurs . . . Aldrich®
methochloride GABAA Ex vivo : 10 uM Ex vivo : 15 min (Lyon,
(40709-69-1) France)
D-sérine Co-agoniste des Tocris
(acide 2-amino-3- NMDAR Ex vivo : 100 uM Ex vivo : 15 min Bioscience®
hydroxypropanoique) (312-84-5) (Bristol, UK)

3.2.Tests comportementaux

Les tests comportementaux ont été effectués entre 8h et 18h. Une semaine avant le début
des expériences, les souris ont été habituées a I'expérimentateur ainsi qu’aux différents gestes
techniques (contention, injection) afin de réduire le stress lié a la manipulation. Elles ont
également été placées dans la piece expérimentale 30 minutes avant le début des tests afin

de limiter le stress lié au changement d’environnement.

3.2.1. Actimétrie
L'activité motrice spontanée a été mesurée dans un dispositif d’actimétrie (Imetronic©,
France). Les souris ont été placées dans une cage standard (19 x 11 x 14 cm), équipée de deux
niveaux de rayons infrarouges (I'un contenant 4 faisceaux infrarouges et 'autre au-dessus 8)
individuellement pendant 30 minutes sans lumiere (0 lux) (Figure 13). Le nombre
d’interruptions des faisceaux infrarouges par I'animal suite a ses mouvements a été
automatiquement enregistré, et permet la mesure de I'activité motrice spontanée (Since et

al., 2013). Ce dispositif a permis de mesurer simultanément |’activité motrice de huit souris.
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Figure 13. Dispositif d’actimétrie.
(A) Photographie du dispositif a 8 chambres disponible au laboratoire. (B) Schéma représentant les faisceaux
infrarouges disposés de part et d’autre de la cage pour détecter I'activité motrice.

3.2.2. Labyrinthe en croix surélevée
Le labyrinthe en croix placé a 75 cm au-dessus du sol était composé de deux bras ouverts (30
x 5 cm) et de deux bras fermés opposés (30 x 5 x 20 cm) en Plexiglass® gris (Figure 14A).
Pendant une durée de test de 5 minutes (30 lux), le temps passé dans les bras ouverts et
fermés et le nombre d’entrées dans les bras ont été enregistrés. Ces parametres nous ont

permis d'évaluer un comportement de type anxieux.

3.2.3. Openfield
Le dispositif consiste en 4 arenes (50 x 50 x 50 cm) comprenant un plancher infrarouge qui
permet d’enregistrer I'activité des animaux sans luminosité (0 lux) (Figure 14B). Ce dispositif
permet de mesurer non seulement 'activité motrice spontanée des animaux dans un endroit
inconnu, relativement stressant, mais aussi le comportement de type anxieux en évaluant le
thigmotactisme (voir Prut & Belzung, 2003). L'activité a été mesurée par video tracking

(NOLDUS®, Ethovision) qui permet de mesurer simultanément I’activité de quatre souris.
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Figure 14. Dispositifs utilisés pour évaluer le niveau d’anxiété et I’activité spontanée des souris.
(A) Labyrinthe en croix surélevé. (B) Openfield comprenant 4 arénes.

3.2.4. Test de sociabilité
La sociabilité et la reconnaissance sociale des souris ont été évaluées a I'aide d'un dispositif
composé de trois compartiments interconnectés (27 x 18 x 21 cm) séparés les uns des autres
par des parois transparentes (Figure 15). Dans les compartiments latéraux, deux petites cages
cylindriques (8.5 cm x 16 cm) étaient positionnées permettant d’assurer un contact visuel,
auditif et olfactif entre les deux souris (Moy et al., 2004). Pour évaluer le comportement de
sociabilité, la souris testée était placée dans le compartiment central. Une souris male
C57BL/6)J agée de 3 —4 semaines (souris stimulus inconnue de la souris testée) était placée au
hasard dans I'un des deux compartiments latéraux de la cage. Le temps passé dans chaque
compartiment (proche et loin de la souris stimulus) était collecté pendant 10 minutes avant
de replacer la souris dans sa cage d'origine. Un indice de sociabilité a ensuite été calculé

comme suit :

Index de sociabilité :

(Temps passé a proximité de la souris stimulus) — (temps passé loin de la souris stimulus) 100
X

(Temps passé a proximité de la souris stimulus) + (temps passé loin de la souris stimulus)

Unindice supérieur a 50 % indigue une préférence pour le compartiment ou se trouve la souris

stimulus et sera considéré comme une sociabilité significative
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Pour évaluer la reconnaissance sociale, la souris testée était replacée aprés 30 minutes, dans
les mémes conditions, tandis qu'une nouvelle souris stimulus était placée dans la chambre
latérale opposée. Le temps passé dans chaque compartiment (proche de la souris précédente
et poche de la nouvelle souris stimulus) a été recueilli pendant 10 minutes et un indice de

reconnaissance sociale a été calculé comme suit :

Index de reconnaissance sociale:

(Temps passé a proximité de la nouvelle souris stimulus) — (temps passé loin de la nouvelle souris stimulus)

(Temps passé a proximité de la nouvelle souris stimulus) + (temps passé loin de la nouvelle souris stimulus
x 100

Un indice supérieur a 50 % indique une préférence pour le compartiment ou se trouve la
nouvelle souris stimulus par rapport a celui qui contient la souris précédemment rencontrée
et reflete une mémoire de reconnaissance sociale significative. Ce test est basé sur la
préférence des souris pour la nouveauté et permet de mettre en évidence des altérations de

comportements sociaux qui caractérisent certains symptémes de la SCZ.

21cm
TTuser

27 cm

—— 30 min —
1IN

Sociabilité Reconnaissance sociale

Figure 15. Dispositifs pour tester la sociabilité et la reconnaissance sociale des souris.
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3.2.5. Test d’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y

Le test de l'alternance spontanée permet d’évaluer la mémoire spatiale de travail chez le
rongeur a I'aide d’une session unique dans un labyrinthe en Y. Le labyrinthe est en Plexiglass®
gris et est composé de trois bras identiques (22 x 6.5 x 10 cm?) et d’une zone centrale (Figure
16A). Le labyrinthe était disposé au centre d'une piéce expérimentale avec une luminosité
réduite a 30 lux au centre du labyrinthe et 15 lux dans les trois bras. La souris était déposée a
I'extrémité du bras A, museau contre la paroi et laissée 8 minutes dans le labyrinthe. Le
nombre d'entrées dans les différents bras a été noté manuellement, les quatre pattes de la
souris devant franchir le bras. La distance parcourue est considérée comme un indicateur de
I'activité exploratoire. Une alternance est définie lorsque les trois différents bras ont été
visités de maniére consécutive. Le pourcentage d’alternance a ensuite été calculé comme
suit :

, nombre d'alternances
% d'alternance = - * 100
Nombre total d'entrée — 2

3.2.6. Inhibition du réflexe de sursaut

L'inhibition du réflexe de sursaut (prepulse inhibition, PPl) permet d’évaluer la qualité du
filtrage sensoriel. Ce réflexe correspond a une réponse motrice, un sursaut, engendré par un
stimulus sonore appelé pulse qui peut étre ou pas inhibé par un autre stimulus, appelé
prepulse moins puissant, délivré 20 ms plus tot. L'inhibition du réflexe de sursaut peut étre
mesurée a I'aide du dispositif Startle reflex (Imetronic©, France). Pour cela, les souris étaient
placées dans une chambre insonorisée grise, sur une plateforme centrale cylindrique
surmontant un capteur piézoélectrique, permettant de mesurer de maniére trés sensible le
poids des souris (Figure 16B). La variation du poids a été utilisée pour calculer 'amplitude du
réflexe de sursaut. L’acclimatation au bruit de fond (bruit blanc a 60 dB diffusé dans |'enceinte
en continu) et au dispositif (enceinte fermée et sans lumiéere) durait 10 minutes suivi d’'une
série de 30 pulses a 110 dB, permettant ainsi aux souris de s’habituer au test et de diminuer
la variabilité interindividuelle. La phase de test a duré en moyenne 25 minutes, les souris étant
soumises a 5 types d’essais avec un intervalle inter-essai de 10 a 20 s : absence de pulse
(silence), pulse seul (110 dB, 40 ms), prepulse (76, 80 ou 84 dB, 20 ms présenté 50 ms avant le
pulse) + pulse (110 dB, 40 ms). Chaque essai était présenté 10 fois dans un ordre randomisé.

Un pourcentage d’inhibition a ensuite été calculé comme suit :
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Figure 16. Dispositifs expérimentaux pour tester la mémoire de travail (A) et le réflexe de sursaut (B) chez les
souris.

3.3.Etudes électrophysiologiques

Les enregistrements électrophysiologiques ont permis d’étudier I'activité synaptique et la
plasticité fonctionnelle des réseaux neuronaux de l'aire CA1l de I'hippocampe. L'activité
synaptique d’une population de neurones hippocampiques a été enregistrée selon les

protocoles expérimentaux décrits par Billard & Rouaud (2007) et Billard (2010).

3.3.1. Préparation des tranches d’hippocampe

Les souris ont été anesthésiées par isoflurane (5%) et mises a mort par décapitation. Le
cerveau a ensuite été rapidement extrait du crane et placé dans du liquide cérébro-spinal
artificiel (aCSF) glacé pendant 1 min, afin de stopper toutes réactions biochimiques
consécutives qui pourraient dégrader les tissus. L’aCSF a été préparé en amont a partir d'une
solution mere conservée a 4°C avec la composition suivante : 124 mM NacCl, 3.5 mM KCl, 1.5
mM MgS04, 1.2 mM NaH2P04, 2.5 mM CaCl2. Avant la dissection, la solution mere a été
diluée (1/10°™¢) et du bicarbonate de sodium (NaHCO3 26.2 nM) ainsi que du glucose (11 mM)
y ont été ajoutés. La solution fille a été équilibrée a un pH de 7.4 grace a une oxygénation

réalisée a partir d’'un mélange de 02/C0O2 (95%/5%).

L’hippocampe de chaque hémisphére a ensuite été prélevé et préparé sous forme de tranches
de 400 uM d’épaisseur suivant un plan transversal a I'aide d’un « Tissue chopper » (Mc
llwain®). Chaque tranche d’hippocampe était déposée dans une coupelle contenant de I'aCSF

oxygéné, elle-méme placée dans un bain-marie afin de maintenir une température stable de
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28-30 °C. Avant tout enregistrement électrophysiologique, les tranches ont été maintenues
dans ces conditions pendant un minimum de 1 h permettant une récupération progressive
des processus biochimiques. Une fois ce délai passé, une tranche a été déposée au centre

d’une cuve d’enregistrement dans I'un des deux dispositifs utilisés.

3.3.2. Dispositifs
Deux systémes d’enregistrement sont utilisés dans nos expériences : le SEA pour Single
Electrode Array (Figure 17) et le MEA pour Multielectrode array (MEA2100, Multi-Channel
System, 60MEA200/30iR-Ti 8*8, Reutlingen, Allemagne ; Figure 18). Dans les deux cas, les
tranches d’hippocampe ont été maintenues dans la cuve d’enregistrement par un filet en
nylon (SEA : Figure 17.1 ; MEA : Figure 18.A1) et perfusées de maniére continue avec de I’aCSF
oxygéné via un systéme de perfusion péristaltique (débit de perfusion : 1,5 ml/min ; SEA :
Figure 17.5; MEA : Figure 18.A4). Les enregistrements obtenus avec le dispositif SEA ont été

réalisés au moyen deux électrodes introduites dans la tranche :

e Une électrode de stimulation bipolaire en acier (PHYMEP®, UESMGESEKNNM, ~10MQ,
Figure 17.2). L'un des deux poles était directement positionné au niveau des
collatérales de Schaeffer tandis que I'autre était situé au-dessus dans le bain d’aCSF.

e Une micropipette d’enregistrement en borosilicate (PHYMEP® réf : GC-150F-10 ; Figure
17.3) remplie de NaCl (2M) étirée a 'aide d’une étireuse (Narishige®, PB7) et qui
possede une impédance de 1-5 MQ. L’électrode d’enregistrement était positionnée

dans la couche stratum radiatum de I’aire CA1.

Le positionnement des électrodes a été réalisé a I'aide de micromanipulateurs (World
Precision Instruments®, MM3301) et d’une loupe binoculaire (grossissement x10), placée au-
dessus de la cuve d’enregistrement qui permettait de bien visualiser la coupe et de controler
I'emplacement des électrodes. L'électrode de stimulation était raccordée a une boite de
stimulation (Digitimer® Ltd DS3, Figure 17.6) et I'électrode d’enregistrement reliée a une téte
de mesure (Axon Instruments®, HS-2) via un filament d’argent et qui amplifiait le signal 10
fois. Le signal était ensuite lissé avec un systéme de filtres passe haut/passe bas (10 Hz - 10
000 Hz) puis re- amplifié (x100 ; Tektronix®, AM502, Figure 17.4). |l passait ensuite par un filtre

humbug (Questscientific ®) permettant de supprimer les interférences du 50 Hz internes dues
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aux appareils électriques. Le signal obtenu était alors numérisé via une interface et traité par

le logiciel d’analyse WinLTP ® version 2.30 (Anderson and Collingridge, 2001).

Dans le cas du MEA, I'enregistrement était assuré par une grille composée de 60 électrodes
qui était positionnée dans le Headstage (Crouzin et al., 2013 ; Figure 18.A1; A2). Les électrodes
en titane (impédance < 100 kQ) possédaient un diametre de 30 uM et étaient espacées de 200
UM les unes des autres. Une caméra (UI348xLE-M ; N° de série : 4102784601) était placée en
dessous du systeme et reliée a l'ordinateur permettant ainsi de visualiser la tranche
d’hippocampe avec le logiciel MEA-Monitor (Figure 18B). A la différence du SEA, I’électrode
de stimulation et les électrodes d’enregistrement étaient sélectionnées a I'aide d’un logiciel
LTPdirector® (possibilité de sélectionner jusqu’a 4 électrodes). L’électrode de stimulation
choisie se situait au niveau des collatérales de Schaeffer et les électrodes d’enregistrement au
niveau de la partie médiane de I'arbre dendritique de I'aire CA1 (stratum radiatum) (Figure
18B). Le Headstage permettait a la fois de réaliser les stimulations électriques (en courant ou
en tension) et d’amplifier le signal obtenu tout en réduisant les interférences du 50 Hz (Figure
18.A2). Le signal était ensuite envoyé a l'interface qui permettait de recevoir le signal obtenu
par le Headstage pour I'envoyer en temps réel a I'ordinateur et au logiciel d’analyse (Figure
18.A3). Enfin le signal recu était obtenu avec le logiciel LTP director® et analysé avec LTP

analyzer®.

Figure 17. Présentation du poste utilisé pour le SEA
(A) Dispositif du SEA comprenant : (1) la cuve d’enregistrement ; (2) I’électrode de stimulation bipolaire ; (3) la

microélectrode d'enregistrement ; (4) les systemes de filtres et d’amplification du signal ; (5) les pompes
péristaltiques ; (6) la boite de stimulation.
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Figure 18. Présentation du poste utilisé pour le MEA

(A) Dispositif MEA comprenant : (1) la microplaque contenant les électrodes; (2) le headstage pour
I’'amplification du signal et la stimulation ; (3) I'interface permettant la synchronisation des signaux et (4) le
systeme de perfusion péristaltique. (B) Photo d’une coupe transversale d’hippocampe montrant I'emplacement
des électrodes sélectionnées pour stimuler et enregistrer.

3.3.3. Protocoles de stimulation
Les stimulations électriques au niveau des collatérales de Schaeffer ont permis d’induire une
modification du potentiel extracellulaire conduisant a un potentiel postsynaptique excitateur
gue nous avons enregistré (PPSE ou fEPSPs pour field excitatory postsynaptic potential,
exprimés en mV/ms). Que cela soit avec le systéme SEA (Figure 19A) ou MEA (Figure 19B), le
tracé engendré se décompose en plusieurs éléments : une premiere déflexion négative
correspondant a I'artéfact de stimulation, une seconde déflexion négative moins ample
nommeée volée afférente (VA, mV/ms) reflétant la quantité de fibres stimulées et enfin le PPSE

correspondant a la réponse induite par les neurones postsynaptiques.
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Figure 19. Schéma représentant les différentes composantes du signal enregistré au niveau du
stratum radiatum de I’aire CA1 suite a une stimulation des collatérales de Schaeffer.

Tracé obtenu avec le systeme (A) single electrode array (SEA) représentant un champ NMDA et avec le systeme
(B) multielectrode array (MEA) représentant un champ AMPA. VA : volée afférente, PPSE : potentiel de champ
post-synaptique excitateur.

3.3.4. Etude de la transmission glutamatergique synaptique basale

Pour évaluer la neurotransmission basale, des PPSE ont été obtenus a I'aide du MEA en
établissant des courbes d’entrée/sortie (courbe 1/0O, « input/output »). Pour cela, des
stimulations ont été délivrées toutes les 20 sec a partir pour des tensions allant de 3000 mV a
5000 mV. Ces courbes I/O permettent d’évaluer la transmission basale du systeme, véhiculée

principalement par les sous-types AMPA des récepteurs du glutamate.

La paired pulse facilitation (PPF) est une forme de plasticité synaptique transitoire qui se
produit lorsque deux stimulations de méme intensité sont appliquées successivement avec un
intervalle de temps trés court (entre 10 ms et 1 s ; Figure 20). Il en résulte un accroissement
transitoire du second PPSE d{ a une l'augmentation de la libération de glutamate par
I’élément présynaptique (Asztely et al., 1996). La PPF était mesurée par le rapport de la pente
du second PPSE sur la pente du premier (rapport > 1). Dans notre protocole, la PFF était
étudiée apres l'application de deux stimulations espacées de 30 ms, intervalle montré

précédemment par notre équipe et qui donne une PPF optimale.

Intervalle 30 msec

Figure 20. Exemple de paired-pulse facilitation induite
par deux stimulations appariées.

Pente

PPSE : potentiel de champ post-synaptique

Pente
2nd PpPSE

1 PPSE { 2" PPSE
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3.3.5. Etude de I'activation des récepteurs NMDA du glutamate

L’activation isolée des NMDAR a été étudiée en utilisant le dispositif SEA. Ces réponses ont
été isolées a partir de tranches perfusées avec de I'aCSF appauvri en magnésium (0,1 nM,
permettant de lever le blocage des NMDAR exercé par le Mg?*) et complété avec de
I’'antagoniste NBQX (10 uM) afin de bloquer les non-NMDAR (récepteurs AMPA et kainate).
L’activation des NMDAR a aussi été évaluée en établissant des courbes I/0 mais avec des
stimulations a basse fréquence (toutes les 10 s) délivrées avec des intensités croissantes allant
de 100 pA a 500 pA. Pour évaluer le niveau d'activation des NMDAR, les réponses ont été
obtenues et analysées a I'aide du logiciel WinLTP® software 2.30 permettant le calcul d’un

indice d'efficacité synaptique (Ise) correspondant au ratio PPSE/VA.

3.3.6. Etude de la plasticité synaptique
La potentialisation a long terme (PLT) est une forme de plasticité synaptique fonctionnelle
durable induite par un stimulus conditionnant et qui dépend étroitement de I'activation des

NMDAR (Collingridge and Bliss, 1995; Morris et al., 1990).

Pour étudier la potentialisation a court terme (PCT) et la PLT de la transmission synaptique,
un stimulus test a été appliqué toutes les 20 s et ajusté pour obtenir un PPSE avec une pente
d’environ 0,1 mV/ms. Aprés 15 min de stabilité de la ligne de base, un stimulus conditionnant
a été appliqué, consistant soit en une stimulation a haute fréquence (HFS pour High Frequency
Stimulation, 1 décharge de stimulations délivrées a 100 Hz pendant 1 s), soit en une
stimulation de type théta-burst (TBS pour Theta Burst Stimulation, séquence de 10 décharges
de 4 impulsions délivrées a 100 Hz séparées par 200 ms et répétée deux fois avec un intervalle
de 20 s). Le stimulus test a ensuite été repris et la réponse recueillie pendant 60 min. Pour les
analyses, on a considéré que la PCT correspondait a des changements de la pente des PPSE
survenant entre 5 et 15 min apres la stimulation de conditionnement, tandis que la PLT

correspondait a des les changements survenant entre 45 et 60 min (Figure 21).
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3.3.7. Analyses statistiques
L’ensemble des analyses statistiques des données a été réalisé avec les logiciels R® 4.2.0 et
GraphPad® Prism 8.3 (Figure 22). La vérification de la normalité des données a été effectuée
a I'aide du test Shapiro et ’'homogénéité des variances vérifiée avec le test de Levene. Si les
données suivaient une loi normale et possédaient des variances homogénes (données
paramétriques), des analyses de variances (ANOVA) ont alors été réalisées afin de comparer
les groupes entre eux. Dans le cas ou des différences significatives étaient détectées (pour un
nombre de groupe supérieur a 2), le test de TukeyHSD (Honestly Significant Difference ; test
post-hoc) a été réalisé. Dans le cas ou les données ne suivaient pas une loi normale ou que les
variances n’étaient pas homogeénes (données non paramétriques), les comparaisons de
groupe ont été faites a I'aide d’ANOVA avec permutations suivi par un test post-hoc (tests T
avec permutations avec méthode d’ajustement FDR « False Discovery late ») dans le cas oU

des différences de groupes étaient détectés.

Les comparaisons a des valeurs de référence ont été réalisées avec des tests t (pour données
paramétriques) ou test de Wilcoxon (pour données non paramétriques). L'effet de
I’administration d’agents pharmacologiques avec comparaison avant / aprés I’administration
a été déterminé avec des tests T (données paramétriques) ou test de Wilcoxon (données non
paramétriques) pour données appariées. Les différences ont été considérées comme

significatives lorsque la valeur de probabilité associée était inférieure a 0.05.
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Figure 22. Arbre décisionnel des tests statistiques selon la distribution des données (normale ou non) et

I’lhomogénéité de leur vari
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4.1.Article 1

Assessment of Gene-environment interaction by behavioral approached in a
new 2-hit model of schizophrenia

Lahogue, C.; Boulouard M., Menager F., Billard, J.-M.; Freret, T.; Bouet, V.

La premiere partie de la thése a eu pour but de valider un nouveau modele de SCZ a deux
facteurs. Ce modele 2-hit combine la délétion partielle du géne de la sérine racémase qui
permet d’induire un hypofonctionnement des NMDAR (1°" hit, facteur génétique, SR-KO, (Basu
et al., 2009)) avec un stress précoce induit par une séparation maternelle de 24 h au 9%™¢ jour
de vie des souriceaux (28 hit, facteur environnemental précoce, SM, (Bouet et al., 2011;
Ellenbroek and Cools, 2002)). Les animaux soumis a ce modele présentent une hyperactivité,
des déficits de mémoire de travail et de mémoire spatiale mais pas d’altération du
comportement de sociabilité, du niveau d’anxiété et du réflexe de sursaut. Cet article a été
soumis pour publication au journal Schizophrenia Research et est actuellement en cours de

révision.
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Article

Gene-environment interactions in a new 2-hit mouse model
of schizophrenia: behavioral phenotyping

Caroline LAHOGUE", Michel BOULOUARD, Frangois MENAGER, Thomas FRERET, Jean-Marie BILLARD
and Valentine BOUET"

Normandie Université, UNICAEN, INSERM, COMETE, CYCERON, FHU A2M?P, CHU Caen, 14000 Caen 5 France.

* Corresponding authors: Caroline LAHOGUE, Valentine BOUET,
UNICAEN COMETE, UMR S-1075, Bat GMPc, Campus Horowitz, Bd Henri Becquerel, C514032 Caen Cedex 5, France.
email: valentine.bouet@unicaen.fr; caroline.lahogue@unicaen.fr

Abstract

Schizophrenia is a multifactorial psychotic disorder characterized by positive and negative symptoms,
and cognitive impairments. To advance current treatments, it is important to improve animal models
by considering the multifactorial etiology, therefore by combining factors. Our study aimed to
characterize an innovative mouse model of schizophrenia based on the combination of a partial
genetic deletion of serine racemase (genetic vulnerability) with an early stress factor induced by
maternal separation (early environmental exposure). The face validity of the model was assessed
through a large repertoire of behavioral experiments. The 2-hit mice displayed an increased locomotor
activity in several tests, reflecting positive symptoms, working memory impairment, reflecting
cognitive deficits, and recognition memory alterations, that could reflect neophobia. This new
multifactorial model therefore leads to an interesting phenotype for modelling paranoid
schizophrenia.

Keywords: multiple-hit; psychosis; stress; maternal separation; memory; serine racemase

1. Introduction

Schizophrenia (SCZ) is a psychotic disorder characterized by heterogeneous symptoms including
positive (hallucinations, delusions) and negative symptoms (avolition, anhedonia, social withdrawal)
and cognitive impairments (working memory deficits, attentional dysfunction) (Addington et al., 1991;
Tandon et al., 2013). The first psychosis episode usually occurs in the early adulthood (15 — 25 years)
and the course of the illness varies from one patient to another (Tandon et al., 2013). Although the
etiology of SCZ is still unknown, it is now well established that interactions between the genetic
background and environmental factors (gene x environment interactions) have a significant role in the
development of the disease (Moran et al., 2016; Guerrin et al., 2021; Wahbeh and Avramopoulos,
2021). Numerous genome-wide association studies reported genes polymorphism and copy number
variants in schizophrenic patients (Rees and Kirov, 2021). Several genes have been identified as risk
factors including those related to neuronal communication involving glutamatergic neurotransmission
(Morita et al., 2007; Ripke et al., 2014; Nakazawa and Sapkota, 2020). The dual hit hypothesis of SCZ
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suggests that the genetic vulnerability (first hit), in association with environmental factor (early stress
or late environmental factors; second hit) would favor its occurrence (Brown, 2011; Davis et al., 2016;
Millan et al., 2016; Stilo and Murray, 2019). Environmental factors include (non-exhaustive list) several
complications during pregnancy (as mother infection, malnutrition, or psychosocial stress), childhood
trauma (physical, psychological, or sexual abuse, neglect, or exposure to physical and psychological
abuse) and adversity, bullying and discrimination or drug abuse during adulthood (Ellenbroek and
Cools, 2002; Murthy and Gould, 2018; Guerrin et al., 2021). Childhood trauma is one of the factors
widely studied in the context of SCZ (Larsson et al., 2013). The stress generated by a traumatic episode
alters the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA), leading to hyperactivity of the dopaminergic
system (Ellenbroek et al., 1998). This may cause neuronal loss in the hippocampus (Ruby et al., 2014,
2017) which induces cognitive deficits such as memory, attention and learning disorders (Trovado et al.,
2022). Several paradigms have been developed to reproduce childhood trauma in animal models of
SCZ and one of the most frequent is the maternal separation (MS) (reviewed in Nishi et al., 2013; Marco
et al., 2015; Cater and Majdi¢, 2022). MS for 24h at post-natal day (PND) 9 in rodent disturbs the HPA
axis (Tractenberg et al., 2016; Van Bodegom et al., 2017) and produces sensorimotor gating deficit
(Ellenbroek and Cools, 2002) while it increases anxiety-like behavior and alters sociability in rodent
(Bouet et al., 2011), which are important hallmarks of SCZ.

Antipsychotic drugs are efficient (even if not curative) to treat positive symptoms while negative and
cognitive symptoms remain resistant (Nucifora et al., 2019; Correll and Howes, 2021). Among the
possible explanations is the lack of reliability in the validity of animal model of SCZ (Sotiropoulos et al.,
2021). Such animal models are expected to mimic as much as possible the mechanisms underlying the
disease (construct validity), as well as to display behavioral abnormalities and cellular alterations
similar to those observed in patients (face validity) and to respond to available treatments (predictive
validity). Even if numerous animal models of SCZ have been developed, they are mostly based on a
single risk factor (genetic, pharmacologic, environmental,...) which distanced them from the
multifactorial aspect of the illness (Jones et al., 2011). Alternately, some multifactorial models
combining two factors (genetic x environment; genetic x genetic or environment x environment
factors) have been developed to better consider the face validity (Moran et al., 2016; Guerrin et al.,
2021; Sotiropoulos et al., 2021). Even for 2-hit animal models of SCZ, it is complicated to observe all
the symptoms of the disease, and each model presents a different behavioral phenotype (for review
see Guerrin et al., 2021). For example, the working memory, one of the most affected memories in SCZ
(Conklin et al., 2005; Timofeeva and Levin, 2011a), is not found in all 2-hit models notably because it
seems to be poorly studied (Choy et al., 2009; Schroeder et al., 2015; Guerrin et al., 2021). In this sense,
the necessity to improve the multifactorial models of the disease is crucial and this is the aim of the
present study using a new mouse model of SCZ based on the combination of a genetic and an early
stressing factor.

Among genes associated with SCZ, serine racemase (SR) is now considered to be an relevant target
(Morita et al., 2007; Basu et al., 2009; Jacobi et al., 2019). SR is localized in neuronal cells of the
forebrain and synthesizes D-serine, a co-agonist of the N-methyl-D-aspartate subtype of glutamate
receptors (NMDAR) (Wolosker et al., 1999). Clinical studies found a polymorphism in SR gene
associated with a reduction of D-serine levels in the cerebrospinal fluid and brain of schizophrenic
patients (Yamada et al., 2005; Goltsov et al., 2006; Morita et al., 2007; Jacobi et al., 2019; Nakazawa
and Sapkota, 2020). The total deletion of exon 1 of the SR gene (SR-KO) reduced of at least 90 % of D-
serine levels in brain mouse and is linked to behavioral alterations such as hyperactivity and memory
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deficits (Basu et al., 2009; Ploux et al., 2020). Recent ex vivo electrophysiological studies has reported
an alteration of the excitatory/inhibitory balance in the CA1l hippocampal networks of those mice
(Ploux et al., 2020; Jami et al., 2021). Thus, the phenotype of the SR-KO mice, considered as a model
of NMDAR hypofunction, appeared as an interesting option of genetic vulnerability to test the effects
of association with an early stress. Herein, we selected MS of 24 h at post-natal day (PND9) as an early
stress (Ellenbroek et al., 1998; Ellenbroek and Riva, 2003). Indeed, MS has previously been related to
impair anxiety-like behavior and social behavior in rodent (Fabricius et al., 2008; Bouet et al., 2011). In
the present study, four groups of male mice were constituted including wild-type (control group), 1-
hit SR-KO (SR-KO group), 1-hit with maternal separation (MS group), and SR-KO with MS (2-hit group).
To investigate behavioral deficits related to SCZ symptoms and better draw the impact of the
interaction between the two factors, a large range of behavioral assessments was performed. The 2-
hit mice showed an increase in locomotor activity (assessed with open field test and actimeter) and an
alteration in memory performances (including working memory assessed by spontaneous alternation
in the Y-maze and recognition memory assessed with place preference in the Y-maze). These results
indicate that this new 2-hit model displays an interesting phenotype gathering some positive and
cognitive symptoms of SCZ and could be considered as a robust tool for testing new therapeutic
strategies.

2. Methods Materials and Methods
2.1. Animals

Male mice aged 2-4 months provided by our local facility (Centre Universitaire de Ressources
Biologiques, Université de Caen Normandie, France) were used including wild type (WT) C57BL/6J mice
and SR-KO mice on a background originally issued from J.T. Coyle’s lab colony (Belmont, MA, USA)
(Basu et al., 2009). Mice were housed in polycarbonate cages (n = 5 per cage) in standard controlled
conditions including reversed 12h-12h light-dark cycle (light on at 7:30 am), regulated temperature (22
+ 2°C), humidity (50 £ 10%) and free access to food and water. Cage enrichment consisted in crinkle
cut shredded paper and a carboard house. Experiments were performed in accordance with French
and European Economic Community guidelines for the care and use of laboratory animals
(2010/63/UE, project authorization n°2020121013375130 v2). Two cohorts were used to performed
all behavioral experiments. Twenty-three WT and 25 SR-KO mice were used for the first experiment
and 22 WT and 29 SR-KO for the second one. Behavioral experiments are detailed on the figure 1.

2.2. Maternal separation (MS)

At PND9, wild-type and SR-KO litters were separated from their mother for 24 h (early environmental
stress) (Ellenbroek and Cools, 2002; Bouet et al., 2011). Mothers were removed and placed in a cage
nearby (from 9:00 a.m. to 9:00 a.m., the day after). Then, the mothers were returned to their litters
and left undisturbed until weaning. Control mice were submitted to the same protocol with only 20
sec of separation.

2.3. Behavioral assessment

Animals were handled daily for 5 minutes during the week preceding the experiments. Experiments
were conducted during the active-dark phase of the cycle and were started at 8:00 am. There was one
week between each behavioral test. Animal cages were placed in the experimental room 30 min before
the beginning of each experiment. Apparatuses were cleaned with alcohol (70%) between each
assessment. Two sets of experiments were performed for the behavioral assessment (Fig 1). Except
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for spontaneous locomotor activity (in actimeter), all behavioral tests were videotaped and scored
using EthoVision XT v.16.0 (Noldus®, The Netherlands).

Birth
PNDO PNDS9-PND10 PND75 PND140
I
y &
1 . .
I ¥ Behavioral experiments
4
1 l’ 1
1%t hit 2" hit
(genetic factor) (maternal
> separation)
Control 8 C57BL6/) 20 sec
€ . Anxiety-like behavior
g 1-hit SR-KO 12 SR-KO 20 sec Openfield behavior
] s
2 1-hit MS 15 C57BL6/) 2ah Actimetry
2-hit 13 SR-KO 24h
Control 10 C578L6/) 20: ,
~ i / e Spontaneous alternation
£ 1-hit SR-KO 13 SR-KO 20 sec Place recognition
£ C57BLE/) Object recognition
g 1-hit MS 12 24h Social behavior
=5 Prepulse inhibition
2-hit 16 SR-KO 24h

Figure 1. Animal groups and experimental design. Two cohorts were used for all behavioral experiments. The first one was
used for experiment 1 and the second one for the experiment 2. The number of animals used for each group is indicated in
the "n " column. PND: post-natal day; SR-KO: serine racemase knock-out; MS: maternal separation.

2.3.1. Anxiety-like behavior

The maze made of gray plastic consisted of two opposite open arms (30 x 5 cm) and two opposite
closed arms (30 x 5 x 20 c¢cm), elevated 75 cm above the floor. During 5-min free exploration, the
number of entries (four paws criterion) and the time spent in open and closed arms were recorded for
each mouse, to obtain corresponding percentages. These parameters were used to assess anxiety-like
behavior.

2.3.2. Openfield behavior

Mice were individually placed for 30 min in a squared open arena (50 x 50 x 50 cm). The total distance
and percentage of time spent in the center of the openfield (OF) were automatically collected (Prut
and Belzung, 2003).

2.3.3. Actimetry

Motor activity was measured in Plexiglas cages (19 x 11 x 14cm) by an automated actimeter containing
six lines of infrared beams (IMETRONIC®). Mice were individually placed during 30 min in cages (19 x
11 x 14 cm), and the number of beams crossing reflecting locomotor activity (horizontal and vertical
movements) was automatically counted.

2.3.4. Spontaneous Alternation

Spatial working memory was assessed by spontaneous alternation in a single-session Y-maze test
(Bazin et al., 2009). The maze consisted of three equally spaced plastic arms (22 x 6.5 x 10 cm). Each
mouse was individually placed at the end of one arm, facing the front of the wall, and allowed to freely
explore the maze during a 5-min session. The sequence of arm entries (four paws criterion) was
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collected. An alternation was defined as consecutive entries into three different arms. The alternation
percentage was calculated by the formula: (number of alternations) / (total number of entries-2)*100.

2.3.5. Place recognition

Place recognition was assessed in a Y-maze (Dellu et al., 2000; Asselot et al., 2017). The maze, different
from that used for spontaneous alternation test, consisted of three equally spaced arms (gray plastic;
34 x 8 x 16 cm). During the first training session, the mouse was placed in the starting arm, facing the
wall, and allowed to freely explore for 5 min the maze with one arm closed by a removable door (left
of right randomly), before being replaced in its home cage. After 60-min inter-trial interval, the mouse
was placed again in the maze for the test session and allowed to freely explore the three arms for 2
min. The place recognition is based on the preference of rodents for novelty, and the remembrance of
the previously visited arm. During each session (training and retrieval), the time spent and the number
of arm entries were recorded. A discrimination index was calculated by the formula: [(time in the novel
arm) — (time in the familiar arm)] / [(time in the novel arm) + (time in familiar arm)] *100.

2.3.6. Object recognition

The object recognition test was performed in a Y-maze (gray plastic; 34 x 8 x 16 cm for each arm) with
two different objects, available in four copies: lego® towers and sealed transparent bottles filled with
sand. The protocol used to evaluate object recognition memory was based on the study by Leger et
collaborators (Leger et al., 2013). The same maze as the one used for place recognition was used for
object recognition to benefit from previous exposure as habituation. During the acquisition session,
two identical objects were placed in the maze in the distal parts of the arms. The mouse was placed at
the end of the arm containing no object, faced to the wall and was allowed to freely explore the
apparatus and the objects. Object exploration was considered when the nose of the mouse was
oriented towards the object at a distance lower or equal than of 2 cm. The criterion was reached when
the mouse has explored the objects for a total duration of 20 sec within a maximum of 10 min, and
was returned to its respective home cage for 2h until the test session. During the test phase, a copy of
the familiar object and a novel object were placed in the maze. Again, the mouse was allowed to freely
explore the maze and the objects with the same criteria. The nature of the new/familiar objects (Lego®
vs bottle) and their position (in left/right arm) were randomized. The time spent to reach the criterion
was measured. The time of exploration of each object was manually recorded and used as an index of
memory performances by comparison with the chance level (10 sec).

2.3.7. Social behavior

Sociability and social recognition tests were assessed with an apparatus consisting of three
interconnected compartments (27 x 18 x 21 cm), with two lateral side chambers (6.5 x 18 x 21 cm). In
the side compartments, two cages (8.5 cm x 16 cm in size) were positioned to ensure visual, auditory
and olfactory contact between mice. To assess sociability behavior, the tested mouse was individually
placed in the central compartment for 10-min free exploration. A 45-day old C57BL/6J male mouse
(stimulus mouse, unknown from the tested mouse) was randomly placed in one of the two lateral
chambers in the little circle cage. After 10 min, the mouse was returned to its home cage. Time spent
in each compartment (i.e. close, middle, or far from the stimulus mouse) was collected. A sociability
index was calculated as follows: [(time spent close to the stimulus mouse) — (time spent in the empty
compartment)]/ [(time spent in the stimulus mouse compartment) + (time spent in the empty
compartment)] *100.
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2.3.8. Prepulse inhibition (PPI)

PPl was measured with a startle reflex device (Imetronic®, France) (Valsamis and Schmid, 2011). Each
mouse was placed in a gray soundproof chamber, on a platform mounted on a weight-sensor and
surrounded by a transparent cylinder. Weight variation was used to calculate the amplitude of the
startle reflex. After 10 min of acclimatization to a background white noise (65 dB), 30 trials of pulse (85
dB) were performed to obtain startle reflex measurements, habituate the animal to the test, and
decrease intra-individual variability. During the test phase, the mouse being subjected to 5 types of
trial with an inter-trial interval of 10 to 20 s: no pulse (silence), pulse only (110 dB, 40 ms), pre-pulse
(76, 80 or 84 dB, 20 ms presented 50 ms before the pulse) + pulse (110 dB, 40 ms). Mice were
videotaped throughout the protocol which lasted about 25 min. The percentage of prepulse inhibition
was calculated for each intensity as follows: (1 — (startle response magnitude of trials with prepulse /
startle response magnitude of startle-only trials)) * 100.

2.4. Statistics

All analyses were performed with RStudio” software 4.2.0 and GraphPad"’ Prism 8.3. The normality of
the data was checked using Shapiro-Wilk test, and the homogeneity of variances was assessed with
Levene test. For data normally distributed, ANOVAs followed by post-hoc Tukey honestly significant
difference (HSD) were performed. For data not normally distributed, ANOVA with permutation
followed by post-hoc pairwise permutation test was used. Statistical analysis of PPl data was carried
out using the nparlLD package for non-parametric analysis of group and intensity effects. One-sample
t-test (parametric data) or one-sample Wilcoxon test (non-parametric data) was used for comparison
to a reference value. A significant difference was considered when p was below 0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1:
3.1.1. Anxiety-like behavior in OF and EPM

The time spent in the center of the open field did not differ between control and SR-KO or MS groups.
On the contrary, the combination of factors disorganized the OF behavior, as attested by a significant
increase in the time spent in the center of the OF in 2-hit mice, which was higher that all the three
other groups (about 377% that of controls and above the 159% and 269% for SR-KO and SM groups
respectively; Fig 2A). For the EPM test, SR-KO, SM and 2-hit groups showed no difference in the time
spent in the open arms compared to the control groups. The MS group showed a significant increase
compared to the SR-KO and 2-hit groups but not with control group. Moreover, neither the number of
entries in the open arms nor the distance travelled in the EPM differed between groups (Fig 2B and
20).
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Figure 2. The combination of SR-KO and maternal separation did not affect anxiety-like behavior. (A) Total time spent in
the center of the open field over 30 min. Data are presented as mean + SEM. ANOVA test with post-hoc tukeyHSD: *<0.05,
***<0.001. (B) Example of heatmaps mean for each group (n=2 for control group, n=3 for MS et SR-KO groups and n=4 for
2-hit group). The longer the mouse stays in the zone, more the color tends towards red. (C) Time spent in the open arms of
elevated-plus maze (EPM). (C) Total number of entries in the open arms of the EPM. (D) Total distance travelled for 5 min in
the EPM. Data presented are boxplots, with horizontal black lines as the median, “+” as mean and vertical black lines as
minimal and maximal. ANOVA with permutation and pairwise permutation test: *<0.05.

3.1.2. Spontaneous activity

The total distance travelled in the open field was significantly higher in SR-KO and 2-hit mice than in
controls (Fig 3A). Interestingly, all the three experimental groups showed a higher velocity (walking
speed) than the control group (Fig 3B). In the actimeter box, a significant increase in infrared beam
interruptions was also found in the SR-KO mice compared to control animals in both vertical (rearing)
and horizontal activity but only a tendency for the 2-hit mice (Fig 3C and 3D).
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Figure 3. Spontaneous locomotion is affected by SR deficits combined with maternal separation. (A) Total distance travelled
in the open field for 30 min. (B) Mean of velocity in the open field for 30 min. Number of infrared beam interruptions for (C)
horizontal and (D) vertical activity. Data presented are individual values (squares and circles) and mean + SEM. ANOVA test
with post-hoc tukeyHSD: #<0.1, *<0.05, **<0.01, ***<0.001.

3.2. Experiment 2:
3.2.1. Spontaneous alternation

Working memory was investigated in a Y-maze apparatus through spontaneous alternation. The
number of arm entries in the Y-maze was significantly higher in the 2-hit groups than in the control
groups. For the SR-KO and SM groups, the number of arms entries did not differ from control or 2-hit
groups (Fig 4A). Concerning memory performances, there was no difference in the alternation
percentage between groups. However, comparison to the chance value (50 %) showed that only the
2-hit group was not significantly above, indicating a specific deficit in spontaneous alternation induced
by the combination of risk factors (Fig 4B).

3.2.2. Place recognition

Spatial recognition memory was assessed through place recognition in Y-maze. Unexpectedly, control,
SR-KO and MS groups displayed a recognition index not different from 0, indicating no discrimination
of the novel arm. The recognition index of the 2-hit group was significantly below the reference value
of 0 suggesting that these mice had a preference to remain in the familiar arm instead of exploring the
new one (Fig 4C).

3.2.3. Object recognition

There was no difference in the exploration time of novel object between groups. All groups displayed
an exploration time of the novel object significantly above 10 and significantly different from the time
exploration of the familiar one, indicating that all groups explored the new object significantly more
than the familiar one (Fig 4D).

3.2.4. Social behavior

There was no difference between groups for the sociability index. All groups displayed a sociability
index above 0 indicating a preference for the new congener (Fig 4E).
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Figure 4. SR-KO combined with MS impairs working memory and recognition. (A) Number of entries in the Y-maze. (B)
Alternation percentage in the Y-maze. (C) Place recognition index in Y-maze. (D) Exploration time of the familiar (white
histogram) and novel (gray histogram) object during the retention phase of an object recognition test. (E) Sociability index.
For A, B and D, data are presented as mean + SEM. For C and E data are boxplots, with horizontal black lines as medians and
vertical black lines as minimum and maximum. Intergroup comparisons between groups was performed using ANOVA test
with post-hoc tukeyHSD (#<0.1, *< 0.05, **< 0.01, ***<0.001) and comparison to a reference value was performed with a
one-sample t-test or one-sample Wilcoxon test: *< 0.05; **<0.01, ***<0.001.

3.2.5. Prepulse inhibition (PPI)

The amplitude of the startle reflex triggered by an 85dB stimulus was not different between groups,
(Fig 5A). Also, the percent of PPl was not affected and each group showed similar prepulse intensity
effect (Fig 5B). These results attest for an absence of deficits in sensorimotor gating of the acoustic

reflex in our experimental groups.
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Figure 5. Sensorimotor gating is not altered in SR-KO, MS and 2-hit groups. (A) Startle reflex amplitude triggered by a single
85dB pulse, and (B) Prepulse inhibition (PPI) for increasing pre-pulse intensities (76 dB, 80 dB, 84 dB) in control, SR-KO, MS
and 2-hit groups. ANOVA with two factors (intensity x group) revealed an intensity effect for all groups (p value < 0.0001).
Data are presented as mean + SEM.

4. Discussion

This study aimed at characterizing the behavioral phenotype of a new 2-hit model of SCZ based on the
combination of two risk factors including a deletion of serine racemase gene (SR-KO; 1°* hit) that
reproduces the SCZ-related glutamatergic hypofunction and a maternal separation (MS; 2" hit)
mimicking an early environmental stress. The hypothesis was that the genetic deletion would favor the
vulnerability to the second risk factor (Guerrin et al., 2021). We showed here that the 2-hit mice
displayed an increase in locomotor activity in three experimental protocols (open field, actimeter, and
in Y-maze), as well as deficits in working memory (spontaneous alternation in the Y-maze) and in spatial
recognition memory (place recognition test). On the contrary, the sociability-related behavior and the
sensorimotor gating of 2-hit mice were not affected. This new animal model therefore presents a
partial schizophrenic-like phenotype with not only productive-like symptoms but also cognitive deficits
in contrast to most of the other 2-hit models actually available.

The genetic risk factor was selected to reproduce an altered activity of the NMDAR according to the
glutamate hypofunction hypothesis of SCZ (Uno and Coyle, 2019). The NMDAR plays an essential role
in cortical function but also in brain synaptic plasticity, underlying learning, memory, and other
cognitive functions (Morris et al., 1990; Bliss and Collingridge, 1993; Izquierdo and Medina, 1995). SR-
KO mice carry a deletion of the first exon of the SR gene inducing 90% decrease in the NMDA co-agonist
D-serine brain levels (Basu et al., 2009; Ploux et al., 2020). Current evidences indicate that these mice
display relatively subtle but significant behavioral abnormalities (Basu et al., 2009; Labrie et al., 2009;
Mori and Inoue, 2010; Sullivan et al., 2011; DeVito et al., 2011; Balu et al., 2013; Hagiwara et al., 2013;
Jacobi et al., 2019; Ploux et al., 2020; Aguilar et al., 2021; Torres Jimenez et al., 2021; Jami et al., 2021).
In addition to the behavioral abnormalities, a deficit in D-serine could also sensitize neuronal networks
activity to additional insults such as those generated by environmental changes. Although many
environmental risk factors have been pointed in SCZ, childhood trauma including physical or
psychological abuse and neglect (Larsson et al., 2013; Misdrahi, 2016; Okkels et al., 2017) have been
the most considered so far. It is reproduced in preclinical studies by a wide range of MS paradigms
(Nishi et al., 2013; Marco et al., 2015). Among them, our team has previously showed that applying MS
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for 24h at PND 9 induced behavioral disabilities in mice (increased anxiety level and decreased social
behavior (Bouet et al., 2011)) that could possibly implement the genetic-related defects in a 2-hit
strategy.

The first major phenotype displayed by the 2-hit mice model is an increase in parameters related to
locomotion (velocity and total distance, horizontal and vertical activities) which have been considered
to mimic positive-like symptoms of SCZ (Van Den Buuse, 2010). The fact that the hyperlocomotion was
found in the 2-hit and SR-KO (Basu et al., 2009) mice but not MS group attributes a major contribution
of the genetically induced glutamate deficit. Indeed, this behavioral trait is often observed in
pharmacologically induced SCZ models of dopaminergic hyperactivity but also glutamatergic
hypofunction (Ogren and Goldstein, 1994; Gleason and Shannon, 1997; Carey et al., 1998; Enkel et al.,
2013; Akillioglu and Karadepe, 2021). For example, treatments with the noncompetitive NMDAR
antagonists phencyclidine (PCP) or MK-801 induce hyperlocomotion (Jentsch et al., 1998; Enomoto et
al., 2007; Kehrer, 2008). Besides, mice deleted for the NR1 subunit of the NMDAR also displays an
increase in locomotor activity associated with stereotypies (Mohn et al., 1999; Halene et al., 2009).
This behavioral signature is also found in mice with genetic deletion of the Disrupted in schizophrenia
1 gene (DISC1) (Ibi et al., 2010; Ma et al., 2013; Lipina and Roder, 2014), one of the genes recognized
to be associated with SCZ (Hennah et al., 2005), notably due to its implication in glutamatergic
neurotransmission and in the stabilization of SR (Ma et al., 2013; Jacobi et al., 2019). The fact that the
hyperlocomotion was not higher in 2-hit than in SR-KO mice suggests a minor, if any, contribution of
the MS to this particular phenotype.

Alternately, other aspects of the locomotor activity more related to anxiety-like behavior, also suggest
a specific signature in the 2-hit mice. For example, this group is the one which spent the longer time in
the center of the OF (discrepancy with normal behavior), while the SR-KO and MS mice were not
different from controls suggesting in that case a synergetic effect of the risk factors. However, this
synergy remains to be established. Indeed, other animal models of glutamatergic hypofunction show
elevation in anxiety levels has rather been observed after NMDAR blockade (McLean et al., 2010;
Amani et al.,, 2013; Enkel et al., 2013; Akillioglu and Karadepe, 2021). In contrast, increase in time spent
in the center compared to the control has previously been reported in MS model (Ito et al., 2010;
Lussier and Stevens, 2016; Shin and Lee, 2023). This kind of behavior may refer to a behavioral
disinhibition process (or absence of inhibition). The behavioral disinhibition can be defined as a lack of
control of motor skills, attention and concentration, and can be similar to people with impulsivity, lack
of control, inappropriate euphoria or socially unacceptable behavior (Derryberry and Rothbart, 1997;
Kochanska et al., 1997). It is often studied in several comorbid diseases with SCZ, as bipolarity,
Attention Deficit Disorder with or without Hyperactivity (ADHD) or autism (Stevens et al., 2002;
Hirshfeld-Becker et al., 2003; Kempf et al., 2005; Buckley et al., 2009; Arfaie et al., 2018; Popovic et al.,
2019; Hossain et al., 2020; Chien et al., 2021). This type of behavior, to our knowledge, is not found in
others 2-hit models, suggesting a characteristic behavior of our model (see Guerrin et al., 2021).

Working memory impairment is an important feature of cognitive deficits observed in schizophrenic
patients (Conklin et al., 2005; Kebir and Tabbane, 2008; Timofeeva and Levin, 2011b). Paradoxically,
this aspect has been rather neglected in preclinical studies using pharmacologically-induced SCZ-
related deficits and only few studies using 2-hit models assessed this parameter (Choy et al., 2009;
Schroeder et al., 2015; Guerrin et al., 2021). Indeed, another 2-hit model using 24h MS in PN9 rats
combined with a treatment of 100 mg corticosterone (weeks 8 — 10) did not display synergistic effect
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on working memory (Choy et al., 2008). On the contrary, a synergistic effect of 50 mg corticosterone
treatment (weeks 6 —9) combined with genetic deletion of Reelin has been reported (Schroeder et al.,
2015). Interestingly, our results of the Y-maze test also revealed a synergy between the two risk
factors. Indeed, when SR-KO or MS groups had similar performances than control mice, a deficit
occurred when these two hits were combined. Once again, our new model confirms that interactions
between the multifactorial insults are essential for the development of the SCZ-related phenotype and
provide further evidence for a higher face validity compared to other available 2-hit models.

Sensorimotor gating abnormality which is observed in SCZ (San-Martin et al., 2020) is generally
assessed in preclinical studies through the prepulse inhibition (PPI) deficits (Bullock et al., 1997;
Swerdlow and Light, 2018). Herein, we did not observe any PPl changes whatever the experimental
condition, that restrict the face validity of our 2-hit model. First, the absence of sensorimotor gating
deficit in SR-KO mice (see also Basu et al., 2009) indicates that the NMDAR hypofunction generated by
the D-serine depletion could not be sufficient per se to affect this behavioral trait in contrast to
pharmacological treatments with the NMDAR antagonists PCP and MK-801 (Curzon and Decker, 1998;
Bubenikova et al., 2005; Rasmussen et al., 2007). Secondly, we did not reproduce PPI disruption in the
MS model compared to previous observations (see Ellenbroek et al., 1996, 1998; Ellenbroek and Cools,
2002). At last, the absence of deficit in the 2-hit group suggests that a putative synergy between SR-
KO and MS-related insults could not be sufficient enough to affect the sensorimotor gating of the mice.
The presence of PPl alteration is also more heterogeneous in other 2-hit models (Boucher et al., 2007,
2011; Haque et al., 2012; Lim et al., 2012; Zamberletti et al., 2012; Long et al., 2013; Lukasz et al., 2013;
O’Leary et al., 2014; Howell and Pillai, 2016; Khan and Powell, 2018). For example, 2-hit model
combining MK-801 treatment with social isolation displays additive deleterious effects on PPl meaning
that the deficit found in 2-hit group is similar to those found in 1-hit groups (Lim et al., 2012).
Interestingly, 2-hit models combining the deletion of Nurrl with social isolation or maternal immune
activation present a synergistic effect on PPI deficit (Eells et al., 2006; Vuillermot et al., 2012). It has
been suggested that the disturbance of dopaminergic system could be linked to the disruption of PPI
(Ellenbroek et al., 1996, 1998; Ellenbroek and Cools, 2000). Thus, in our model, it may be necessary to
verify the presence or absence of alterations in this neurotransmission system using
electrophysiological or immunological studies.

Finally, our study does not reveal disruption in social behavior, neither in the 2-hit or 1-hit groups.
Alteration of sociability has previously reported in mice submitted to MS (Bouet et al., 2011) whereas
a defect in SR-KO mice is matter of controversy (Labrie et al., 2009; Matveeva et al., 2019; DeVito et
al., 2011; Aguilar et al., 2021). Several explanations may account for these discrepancies (Nishi et al.,
2013) including differences in protocols and/or strains. On the one hand, we used C57BL/6J
background mice in the present study whereas NMRI mice were previously selected (Bouet et al., 2011)
which could be more sensitive to MS (Own and Patel, 2013; Powell and Swerdlow, 2023). In the
previous study, Bouet et al. (2011) used an approach-avoidance test instead. This test consists of
placing the stimulus mouse behind a wall with holes that may decrease the contact between animals,
lowering the social reward, and rendering the task more difficult. In two studies of multifactorial
models, social deficits were observed only if MS was combined with other genetic and/or
environmental factors (Sultana and Lee, 2020; Bouet et al., 2021). On the other hand, the parameter
that we used is maybe not sufficient to highlight the social deficit in the model. Indeed, it is found that
SR-KO mice displayed abnormal social investigation and vocalizations in the presence of a conspecific
(Matveeva et al., 2019). We can assume that our analysis of social behavioral is limited and that the
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assessment of more subtle changes, such as those in vocalization or sniffing, grooming and licking
would be interesting to be done. One future direction would be to assess social behaviors directly in
home cages, in order to highlight specific social behaviors in a familiar environment (Fairless et al.,
2013; Kim et al., 2019).

To conclude, this model based on the “two-hit hypothesis” of SCZ (Davis et al., 2016; Guerrin et al.,
2021) contributes to better understood the interactions between two risk factors of SCZ, a genetic risk
factor (deletion of serine racemase) and an environmental risk factor (maternal separation). It is the
first time these risk factors have been combined in an animal model and their interaction results in a
partial phenotype of SCZ with the presence of both positive (hyperlocomotion) and cognitive
dysfunction (working memory deficit, disinhibition). The presence of cognitive deficits in this model
constitutes an attractive phenotype to develop new therapeutic drugs against these type of deficit in
SCZ. The lack of deficits in other parameters may be due to the behavioral tests used. Our tests are
brief (generally 5 to 10 min of testing) and need to place the animals in a new environment to which
they must adapt. Thus, these tests are highly sensitive to external environmental conditions, which
can disrupt the protocol (e.g. light, noise, smells or time of day). The “automated home cage
monitoring” has been proposed to be more relevant to measure behavioral deficits and to test the
efficacy of new treatments in preclinical research (Jhuang et al., 2010; Robinson and Riedel, 2014;
Mingrone et al., 2020; Ho et al., 2023). The advantage of these cages is that they can monitor the
behavior of rodents to be recorded directly in their home cage over a long period with minimal human
contact (Bains et al., 2018; Ho et al., 2023). For example, this monitoring directly in the home cage has
made it possible to detect subtle and early phenotypes in the mouse model of Huntington's disease
compared to the control C57BL6/) mice (Bains et al., 2023). Thus, this could therefore be useful for
assessing more specifically the phenotype of the 2-hit model of schizophrenia, which appears to display
subtler, but richer, behavioral deficits than the mono-factorial models as well as to observe the effect
of a treatment afterwards.
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4.2.Etude électrophysiologique complémentaire a I'article 1

Cette section présente des données obtenues en complément de l'article 1. Ces résultats
consistent en une étude électrophysiologique menée afin de caractériser la
neurotransmission glutamatergique et I'expression de la plasticité synaptique dans 'aire CA1
de I'hippocampe dans 4 groupes expérimentaux, similaires a ceux qui ont été utilisés dans

I’étude comportementale.

(1) Evaluation de la transmission glutamatergique basale

Des modifications de la transmission synaptique peuvent étre évaluées par deux
composantes : I'évaluation de la force de la transmission basale glutamatergique par I'analyse
de courbes (input/output (I/O, Figure 23A) et la détermination d’un index de libération du
glutamate par I'analyse du ratio de la PPF (Figure 23B) (voir Méthodologie générale 3.3.4). Les
analyses statistiques n’ont pas révélé de différence significative entre les différents groupes
expérimentaux quel que soit le paramétre considéré, indiquant que la neurotransmission de
base dans les réseaux neuronaux CA1 hippocampiques n’est pas altérée, ni par chaque facteur

(délétion génétique ou séparation maternelle), ni par leur combinaison.

A - Témoin B 2.5+
0.25- .
e SR-KO .
2.0— )
0.20- - SM . Ses . s
0 —~ 2-hit 2154 & 1 % =%
S 0.15- © HIERARBHEME
1] LL o. et .
o 1.0 .
D 0,10 Q1.0
o
0.05- 0.5+
0.00 T T T T T T T T T 0'0 1 1 1 1
. X
3000 _ 4000 5000 & *0 6@ q}“\
Stimulus (mV) ,(él‘\ &

Figure 23. La combinaison SR-KO x SM n’altére pas la transmission basale dans le groupe 2-hit.

(A) Comparaison des PPSE non-NMDAR induits par des intensités de stimulus croissantes (de 3000 mV a 5000
mV). (B) Comparaison du ratio du paired-pulse facilitation (PPF). Les données représentées sont des moyennes
+ SEM.
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(2) Evaluation de la potentialisation a court et long terme

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a I'expression de la plasticité

synaptique fonctionnelle au sein des mémes réseaux neuronaux de I'aire CA1 par |'utilisation

de deux protocoles de stimulation conditionnante (voir Méthodologie générale 3.3.6) : la HFS

(Figure 24A) et la TBS (Figure 24B). Deux stades de cette expression ont alors été analysés :

PCT déterminée entre 5 et 15 min apres le déclenchement de la stimulation tétanique et la

PLT entre 45 et 60 min. Aucune différence significative de I'amplitude de la PCT et de la PLT

n’a été observée entre les 4 groupes expérimentaux (Tableau 8). Ni la délétion génétique de

la SR, ni la SM et ni la combinaison des deux n’affecte donc I'expression de la plasticité

synaptique au niveau des synapses CA3/CA1 hippocampiques.

Tableau 8. Tableau récapitulatif des valeurs moyennes d’amplitude de la plasticité.
Valeurs moyennes (% par rapport a la ligne de base + SEM) de I'amplitude de la PCT et PLT pour les deux

protocoles de stimulation HFS et TBS dans chaque groupe.

HFS TBS
PCT PLT PCT PLT
Témoin 180.6 + 13.35 158.21 + 8.45 160.5 + 8.97 151.1+7.62
SR-KO 158.6 +7.18 146.6 + 6.60 176.6 + 11.63 131.9+11.30
SM 157.8 £ 5.69 154.2 + 8.37 155.2+17.06 155.7 £ 6.93
2-hit 1749+ 12.8 150.1 £9.23 174.6 £ 9.64 152.0£7.22
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Figure 24. Effet de la délétion génétique, de la séparation maternelle et de leur combinaison sur I’expression
de la plasticité synaptique évaluée par 'amplitude de la potentialisation a court et a long terme sur tranche
d’hippocampe.

(A) Décours temporel de la potentialisation induite par le protocole de stimulation High Frequency Stimulation
(HFS) (B) Décours temporel de la potentialisation induite par le protocole de stimulation Theta-Burst Stimulation
(TBS). La potentialisation a court (5-15 min ; PCT) et long terme PLT (45-60 min) sont induites a la fois avec le
protocole HFS et TBS ne sont pas différentes entre les groupes. Dans les encarts des exemples de traces
enregistrées avant (ligne remplie) et 60 min apres la stimulation de conditionnement (ligne pointillée). Pour les
deux types de stimulation, une LTP significative est induite quel que soit le groupe expérimental (ANOVA a deux
facteurs : effet temps **** <0.0001).
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Les processus de plasticité fonctionnelle sont étroitement dépendants de la fonctionnalité des
NMDAR (Bliss & Collingridge, 1993; Kim & Linden, 2007; Lisman & Mcintyre, 2001; Morris et
al.,, 1990). Leur activation a donc été pharmacologiquement isolée (voir Méthodologie

générale 3.3.5) pour confirmer qu’elle n’était pas altérée dans les groupes expérimentaux.

(3) Evaluation de I’activation des NMDAR

La comparaison de I'index d’efficacité synaptique (Ise) (voir Méthodologie générale 3.3.5) a
permis de montrer que I'activation basale des NMDAR n’était pas altérée dans le groupe 2-
hit, ni dans les groupes 1-hit SR-KO et SM (Figure 25A). Cette activation nécessite la fixation
simultanée de I’agoniste principal, le glutamate, mais aussi d’un co-agoniste, identifié comme
I’acide aminé D-sérine au sein des synapses CA3/CA1 hippocampiques (Wolosker et al., 1999a,
1999b). En accord avec la littérature (Junjaud et al.,, 2006), nous avons observé une
augmentation de I’activation des NMDAR apreés I'ajout d’une dose de 100 micromoles de D-
sérine dans le bain de perfusion confirmant le fait que dans les conditions de stimulation
basale, tous les NMDAR synaptiques ne sont pas saturés par le co-agoniste. Toutefois, si cette
augmentation a été clairement obtenue pour le groupe témoin et le groupe SM, seule une
tendance a été observée pour le groupe SR-KO et aucune pour le groupe 2-hit (Figure 25A).
Ces résultats suggerent ainsi que le taux de site glycine des NMDAR disponibles est affecté
dans ce modeéle. D’autre part, il a été montré que, dans le cadre d’'un protocole TBS,
I'expression de la plasticité synaptique dépendante des NMDAR était régulée par I'inhibition
apportée par I'activation des récepteurs du GABA (GABAR) (Gong et al., 2009). Nous nous
sommes donc intéressés a de possibles changements du tonus inhibiteur GABAergique en
comparant les effets du blocage des GABAR de type A par la bicuculline sur I'activation des
NMDAR, toujours en comparant l'index d’efficacité synaptique avant et aprés ajout de cet
antagoniste. Comme le montre la Figure 25B, l'ajout de bicuculline n’a pas induit
d’augmentation significative de I'activation des NMDAR pour le groupe témoin, SR-KO et SM.
Seul le groupe 2-hit a présenté une augmentation significative indiquant que le tonus

inhibiteur serait accentué par la combinaison des 2-hit (Figure 25B).
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Figure 25. Effet de la délétion génétique, de la séparation maternelle, et de leur combinaison sur I'activation

des (NMDAR), modulée par I'ajout de D-sérine, co-agoniste des NMDAR et de bicuculline, antagoniste des
GABAR-A.

(A) Comparaison de I'index d’efficacité synaptique (Ise) des NMDAR en condition contréle (histogramme sans
trait) et en présence de D-Sérine (traits hachurés horizontaux). (B) Comparaison de I'Index en condition contréle
(histogramme sans trait) et en présence de bicuculline (traits hachurés verticaux). En dessous des histogrammes,
exemple de tracés de champs NMDAR obtenus dans chaque groupe. T-test apparié : #<0.1 ; * <0.05
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4.3.Etude comportementale complémentaire a I’article 1

Effet du blocage des 5-HT6R pour améliorer les déficits comportementaux
observés dans le modele 2-hit.

Le deuxiéme volet de ces résultats complémentaires concerne les effets du SB-271046, un
antagoniste sélectif des 5-HT6R (Bromidge et al., 1999; Routledge et al., 2000) sur les déficits

observés dans le modeéle 2-hit.
Introduction de I'étude

Les patients souffrant de schizophrénie (SCZ) sont traités par des neuroleptiques efficaces
principalement sur les symptoémes productifs (hallucinations, délires), comparativement aux
symptomes déficitaires (probleme de sociabilité) et aux déficits cognitifs (perte de mémoire)
qui restent non traités (Bora et al., 2010; Tandon et al., 2013). Afin de compléter cette prise
en charge et améliorer la qualité de vie des patients, de nouvelles stratégies thérapeutiques
sont développées (Lobo et al., 2022). Le systeme sérotoninergique s’avere étre un candidat
intéressant puisqu’il module certains processus cognitifs, notamment la mémoire (Garay et
al., 2016; Meltzer et al., 2003). Effectivement, des études précliniques ont montré des effets
bénéfiques sur les performances mnésiques du blocage des récepteurs a la sérotonine de type
6 (5-HT6R) par un antagoniste, le SB-271046 (Asselot et al., 2017; Da Silva Costa-Aze et al.,
2012, 2011; Quiedeville et al., 2015). Afin de caractériser les effets du blocage des 5-HT6R sur
les symptoémes de type déficitaires et les déficits cognitifs, nous avons testé les effets de cet
antagoniste dans ce nouveau modele a 2 facteurs (2-hit) (Article 1 soumis a Schizophrenia
Research). L'étude comportementale post-traitement a permis d’évaluer quatre aspects :
I'activité motrice spontanée, le niveau d’anxiété, la sociabilité et la reconnaissance sociale, et
enfin la mémoire de travail aussi bien chez des souris jeunes de 3-4 mois, que chez des souris
agées de 9-10 mois afin de voir 'efficacité du traitement a deux ages différents. Le traitement
pharmacologique a été réalisée sur quatre autres groupes de souris différents. Les injections
(une injection I.P par jour a une dose de 10 mg/kg) ont débuté deux semaines avant le début
des expérimentations. Le protocole du traitement a été choisi en fonction des données
précédemment obtenus dans le laboratoire (Asselot et al., 2017; Da Silva Costa-Aze et al.,

2012, 2011; Quiedeville et al., 2015, 2014).
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Résultats
(1) Activité spontanée en actimétrie

A l'age de 3-4 mois, les souris du groupe SR-KO, SM et 2-hit, présentent une augmentation du
nombre d’interruptions des faisceaux infrarouges (activité horizontale ; 253.8 + 22.46, 416.8
1+ 60.86, 394.8 + 28.22, 384.9 + 59.69 nombres d’interruptions pour le groupe témoin, SR-KO,
SM et 2-hit respectivement) dans I'actimetre indiquant une hyperactivité (Figure 26A). Cette
hyperactivité est retrouvée a I’age de 9-10 mois pour les souris du groupe SR-KO et 2-hit (494.9
+ 55.09 et 480.2 +47.16 respectivement) mais, n’est plus présente pour le groupe SM (348.9
+ 51.86) par rapport au groupe témoin (309.8 + 56.52). Apres traitement par le SB-271046,
aucune modification de I'activité motrice n’est observée a I'adge de 3-4 mois cependant, une
légére diminution de cette hyperactivité est retrouvée chez le groupe SR-KO a I'age de 9-10
mois (362.0 £ 41.02) (Figure 26A). Concernant le nombre de redressements, déterminé par le
nombre d’interruptions des faisceaux infrarouges sur le plan supérieur (activité verticale), une
augmentation de ce paramétre est observée pour le groupe 2-hit non traité a I’age de 3-4 mois
(28.86 £ 5 .34) et 2-hit traité par le SB-271046 a I’age de 9-10 mois (47.22 + 9.84) (Figure 26B).
A noter également une variabilité importante dans ces résultats, notamment pour les groupes
SR-KO, SM et 2-hit a I’age de 9-10 mois, qui pourrait traduire une différence de sensibilité aux

différents facteurs.
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Figure 26. Effets du blocage des 5-HT6R sur les parametres d’actimétrie.

Effets du SB-271046 (10 mg/kg, trait hachuré) sur (A) I'activité horizontale et (B) verticale en fonction et de I'age
chez des souris Témoin, SRKO, SM et 2-hit (graphiques du haut : 3-4 mois et graphique du bas 9-10mois). T-test :
comparaison avec le groupe témoin * < 0.05. Données représentées en boxplot + min/max, ligne : médiane.

(2) Comportement de type anxieux

Aucune différence entre les groupes n’a été observée dans le test du labyrinthe en croix
surélevée indiquant aucune modification du niveau d’anxiété des souris en fonction des
différentes conditions expérimentales. Le traitement sub-chronique n’a pas non plus d’effet

sur le niveau d’anxiété (Figure 27).
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Figure 27. Effets du blocage des 5-HT6R sur les paramétres du labyrinthe en croix surélevée.
Effets du SB-271046 (10 mg/kg, traits hachurés) sur le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts de la
croix surélevée a I'age de (A) 3-4 mois et (B) 9-10 mois chez des souris Témoin, SRKO, SM et 2-hit. Données

SB-271046 (10 mg/kg)

représentées en boxplot + min/max, ligne : médiane.
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(3) Mémoire de travail en labyrinthe en Y

A I'age de 3-4 mois, le groupe témoin et le groupe 2-hit présentent un pourcentage
d’alternance significativement supérieur a 50 % (63.1 + 3.9 et 68.6 * 4.1 respectivement), ce
qui signifie que les souris de ces deux groupes alternent significativement entre les différents
bras. A la différence, les souris SR-KO et SM présentent un pourcentage d’alternance non
différent de 50 % (58.0 £ 5.4 et 61.2 + 5.9 respectivement) indiquant ici que les souris alternent
de maniére aléatoire dans les bras (Figure 28A). A I’age de 9-10 mois, seuls les groupes SM et
2-hit présentent un pourcentage d'alternance significativement supérieur a 50 % (65.4 + 3.0
et 59.4 + 1.7 respectivement), comparativement aux deux autres groupes témoin et SR-KO
(58.1 £ 3.7 et 57.0 + 5.8 respectivement). Concernant les effets du traitement, le SB-271046
améliore la mémoire de travail du groupe témoin a I’dge de 9-10 mois (82.8 + 6.4) avec une
différence entre les deux groupes (non-traité versus traité). Concernant les groupes SR-KO et
SM, le SB-271046 améliore le pourcentage d’alternance (significativement supérieur a 50 %)
des deux groupes a I’'age de 3-4 mois (65.1 +4.2 et 64.6 + 4.0) ainsi qu’a I'age de 9-10 mois
pour le groupe SR-KO uniquement (65.4 + 2.6), puisque ces groupes présentent un
pourcentage d’alternance significativement supérieur a 50 % apres traitement. Le groupe 2-
hit quant a lui présente un pourcentage d’alternance apres traitement au SB-271046 toujours
supérieur a 50 % a I’age de 3-4 mois (62.2 + 4.3), sans différence avec le groupe non traité, et
une tendance a I’'age de 9-10 mois (55.7 + 2.5) (Figure 28A). Concernant le nombre d’entrées
dans les bras, nous n’avons pas mis en évidence de différence entre les quatre groupes
expérimentaux, indiquant une activité similaire dans le labyrinthe entre les groupes.
Cependant, le nombre d'entrées pour le groupe SR-KO a I’age de 3-4 mois est significativement

supérieur apres traitement (12 + 1 avant traitement et 19 + 2 apres traitement ; Figure 28B).
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Figure 28. Effets du blocage des 5-HT6R sur les parameétres de I’alternance spontanée.

Effet du SB-271046 (10 mg/kg, traits hachurés) sur le pourcentage d’alternance (A) et le nombre d’entrées (B) en
fonction de I’age souris (graphiques du haut: 3-4 mois et graphique du bas 9 — 10mois) et du groupe
expérimental : témoin (blanc), SR-KO (orange), séparation maternelle (SM, vert) et 2-hit (bleu). Comparaison a
une valeur de référence t-test univarié (>50 %) : ns: non-significatif, #<0.1 ; *<0.05, **<0.01, ***<0.001.
Comparaison intergroupe t-test : *<0.05, **<0.01. Données représentées en boxplot + min/max, ligne : médiane.

(4) Sociabilité et reconnaissance sociale

Afin de comparer le niveau de sociabilité de chaque groupe, un index de sociabilité a été et
comparé a la valeur seuil de 0. Cette valeur seuil correspond a une absence de préférence
entre les deux compartiments gauche et droite. Si I'index est supérieur a 0, cela signifie qu’il
y a une préférence pour le compartiment contenant le congénére (sociabilité) ; a I'inverse si
I'index est inférieur a 0, cela signifie qu’il y a une préférence pour le compartiment éloigné du

congénere (absence de sociabilité ou préférence pour I'isolement social).

A I'dge de 3-4 mois, aucun des quatre groupes témoin, SR-KO, SM et 2-hit n’a présenté un
index de sociabilité significativement supérieur a 0 (0.15 + 0.11, 0.06 + 0.14; 0.19 £ 0.13 et
0.07 + 0.13 respectivement, Figure 29A), indiquant qu’aucun des quatre groupes n’a présenté
de préférence pour le congénere. A I'age de 9-10 mois seul le groupe 2-hit présentait un index

de sociabilité significativement supérieur a 0 (0.40 + 0.09). Les trois autres groupes, témoin,
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SR-KO et SM présentent un index non différent de 0 (0.30 £ 0.08, -0.091 £+ 0.14 et 0.12 £ 0.12

respectivement, Figure 29A).

Chez les animaux jeunes (3-4 mois) le SB-271046, a amélioré significativement I'index de
sociabilité dans deux groupes : témoin (0.26 + 0.07) et 2-hit (0.37 £ 0.06). Chez les animaux
plus agés (9-10 mois), le SB-271046 affecte I'index de sociabilité que du groupe témoin (-0.34
+ 0.16). Cependant cet index est inférieur a 0 indiquant que ce groupe préfere passer plus de
temps loin du congénere suggérant ici un effet délétére du traitement avec I’age. Concernant
le groupe SR-KO apreés traitement présente un index supérieur a 0 (0.24 + 0.11). Concernant
le groupe 2-hit, aprés traitement, I'index de sociabilité n’est plus différent de 0 (0.13 + 0.08)
indiquant que le groupe 2-hit aprés traitement n’a pas présenté de préférence entre le
congénere ou le compartiment sans congénére. Des différences intergroupes ont été
observées avec une différence significative pour les groupes témoin et 2-hit (avant vs aprés
traitement) indiquant que le traitement a cet age et pour ces deux groupes, aurait un effet
délétere sur la sociabilité des souris. Concernant le groupe SR-KO seule une tendance a été
observée entre les deux groupes avant vs apres traitement (Figure 29A). Ainsi, les effets
bénéfiques du blocage des 5-HT6R semble dépendre de I’'age des souris avec des effets
bénéfiques chez les jeunes souris (groupes témoin et 2-hit) et un effet délétere chez les plus

agées (groupes témoins et 2-hit)

Concernant la reconnaissance sociale présentée dans la Figure 29B, un index a également été
calculé. Cet index est comparé a une valeur seuil de 0 correspondant a une absence de
préférence entre le congénére déja rencontré/familier et le congénere nouveau. Si I'index est
supérieur a 0 alors cela signifie que le groupe préfére passer plus de temps vers le nouveau
congénere plutot que le familier et a I'inverse si I'index est inférieur a 0 alors le groupe préfere
passer plus de temps vers le congénére familier plutot que le nouveau. Au regard des résultats,
gue cela soit pour le groupe témoin, SM et 2-hit a I'dge de 3-4 mois comme a I'age de 9-10
mois, avant comme apreés traitement par le SB-271046, aucune différence n’est observée, que
cela soit entre les groupes ou en comparaison avec la valeur seuil de 0. Cela signifie que ces
groupes n’ont pas de préférence ni pour la nouvelle souris ni pour la familiere. Concernant le
groupe SR-KO a I'age de 3-4 mois, une différence significative avant traitement a été observée,
I'index de reconnaissance étant significativement inférieur a 0, indiquant que ce groupe

préfere passer plus de temps proche de la souris familiere plut6t que la nouvelle souris. Apres
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traitement par I'antagoniste, I'index de reconnaissance n’est plus différent de la valeur seuil.
A I’age de 9-10 mois, le groupe SR-KO que cela soit avant ou apres traitement, ne présente
pas de différence significative avec la valeur seuil. Cependant, nous avons observé une légere
différence (tendance) entre avant vs apres traitement. Un des points importants de ces
résultats est la variabilité entre les groupes qui est trés importante ce qui pourrait expliquer,

en partie, I'absence de différence entre nos groupes.
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Figure 29. Effets du blocage des 5-HT6R sur la sociabilité et la reconnaissance sociale chez des souris témoin,
SR-KO, séparées (SM) et 2-hit.

Effet du SB-272046 (10 mg/kg, traits hachurés) sur (A) I'index de sociabilité et (B) I'index de reconnaissance
sociale en fonction de I’4ge (graphiques du haut : 3-4 mois et graphiques du bas 9-10 mois) et du groupe
expérimental :). Comparaison a une valeur de référence, t-test univarié (0) : ns : non-significatif, #<0.1, *<0.05,
**<0.01, ***<0.001. Comparaison intergroupe t-test: #<0.1, *<0.05. Données présentées sous forme de
boxplots + min/max, ligne : médiane.

Pour conclure, le blocage des 5-HT6R a des effets bénéfiques, dépendant de I'dge, sur la
sociabilité et la mémoire de travail sans modifier I'activité motrice ni le niveau d’anxiété des
souris. Ce traitement pharmacologie affecte ainsi les performances cognitives et il est donc
nécessaire par la suite d’étudier plus en détail les modifications que peut avoir ce traitement

sur I'activité neuronale par des mécanismes synaptiques.

105



| Résultats — Article 2

Publication

4.4. Article 2

5-HT6 Receptors Sex-Dependently Modulate Hippocampal Synaptic Activity
through GABA Inhibition

Lahogue, C.; Billard, J.M.; Freret, T.; Bouet, V. 5-HT6 Receptors Sex-Dependently Modulate
Hippocampal Synaptic Activity through GABA Inhibition. Biomolecules 2023, 13, 751.
https://doi.org/10.3390/biom13050751

A la suite de 'observation d’effets pro-cognitifs du blocage des 5-HT6R dans le modéle 2-hit,
nous nous sommes intéressés au mécanisme d’action du blocage des 5-HT6R sur la
transmission synaptique et la plasticité fonctionnelle dans I’hippocampe, structure fortement
impliquée dans les processus de mémoire. Ce travail a permis d’apporter une meilleure
compréhension de la modulation des récepteurs 5-HT6 sur le réseau neuronal hippocampique

et de mettre en évidence des effets liés au sexe. Ce travail de recherche a fait I'objet d’'une

publication dans le journal international Biomolecules en 2023.
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Abstract: The subtype 6 of the serotoninergic receptors (5-HT6Rs) is highly expressed in the hip-
pocampus, and evidence indicates the beneficial effects of 5-HT6Rs blockade on short- and long-term
memory in rodents. Nevertheless, the underlying functional mechanisms still need to be established.
To this end, we performed electrophysiological extracellular recordings to assess the effects of the
5-HT6Rs antagonist SB-271046 on the synaptic activity and functional plasticity at the CA3/CA1l
hippocampal connections of male and female mice slices. We found that basal excitatory synaptic
transmission and isolated N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARs) activation were significantly
increased by SB-271046. The NMDARs-related improvement was prevented by the GABAAR antago-
nist bicuculline in male but not in female mice. Regarding synaptic plasticity, neither paired-pulse
facilitation (PPF) nor NMDARs-dependent long-term potentiation (LTP) (induced either by high-
frequency or theta-burst stimulation) was affected by the 5-HT6Rs blockade. Taken together, our
results indicate a sex-dependent 5-HT6Rs effect on synaptic activity at the CA3/CA1 hippocampal
connections through changes in the excitation/inhibition balance.

Keywords: hippocampus; serotonin; electrophysiology; NMDA; long-term potentiation

1. Introduction

The serotoninergic subtype 6 receptors (5-HT6Rs) are mainly expressed in the central
nervous system, particularly in brain regions involved in memory processes [1-5]. This
distribution can support a role for these receptors in the treatment of memory disorders re-
lated to neuropsychiatric diseases such as those observed in schizophrenia. Although many
typical and atypical antipsychotics have an affinity for 5-HT6Rs [6-9] and alleviate positive
symptoms (hallucinations and delusions), negative symptoms (avolition, anhedonia, etc.)
and cognitive deficits (working memory, attentional deficit, etc.) of schizophrenia remain
resistant, and several side effects are currently reported in schizophrenic patients [10].
Therefore, due to their localization in the central nervous system, suggesting the absence
of adverse peripheral effects, 5-HT6Rs are interesting targets [11]. Consequently, the de-
velopment of pharmacological agents targeting the 5-HT6Rs is currently ongoing in both
clinical and preclinical studies [12-14]. Several studies have reported beneficial effects of
5-HT6Rs blockade on behavior. For instance, studies in rats and mice have shown benefi-
cial effects of 5-HT6Rs’ blockade to reverse scopolamine-induced memory deficits [15-18]
and to reverse memory impairment related to aging in mice [19]. In addition, several
studies have shown beneficial effects of 5-HT6Rs’ blockade on the memory and learning
performance in animal models of schizophrenia [20,21]. Taken together, the preclinical
results of 5-HT6Rs blockade show beneficial effects on cognition processes. Interestingly,
improved performance has been reported in hippocampal-dependent memory tasks after
the blockade of 5-HT6Rs [15,16,19,21,22]. From a paradoxical point of view, while 5-HT6Rs’
activation by agonists leads to impaired flexibility, working memory, and social recognition
in rodents [17,23], other studies have shown that their activation could improve recognition
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memory and decreased anxiety-related behavior [18,24]. Furthermore, cognitive impair-
ments (spatial learning in Morris water maze) and increased anxiety level were found in
5-HT6Rs null mutant mice [25].

Despite the pro-cognitive evidence of 5-HT6Rs antagonism, the cellular mechanisms
underlying the memory improvement are still misunderstood. Several behavioral studies
have highlighted the involvement of serotonin-acetylcholine interactions [15-17,21,26]
or serotonin-glutamate neurotransmission systems interactions [21,27] in memory pro-
cesses. Microdialysis studies showed that the blockade of 5-HT6Rs by SB-271046 increases
glutamate and acetylcholine release in the hippocampus [28-31]. Conversely, 5-HT6Rs
activation with the agonists WAY-181187 or WAY-208466 increases extracellular level of
y-Aminobutyric acid type A (GABA) without affecting those of serotonin, dopamine and
glutamate in the dorsal hippocampus [32]. These neurochemical data are in agreement
with the localization of 5-HT6Rs on GABAergic interneurons in several brain areas such as
the hippocampus [3,33-36]. Based on these data, it has been suggested that 5-HT6Rs could
directly increase GABAergic activity and indirectly increase glutamatergic neurotransmis-
sion [3,32].

Functional synaptic plasticity within hippocampal networks is a critical mechanism
for memory processes. In particular, long-term potentiation (LTP) dependence on synaptic
transmission due to activation of the N-methyl-D-aspartate subtype of glutamate receptors
(NMDARSs) plays a key role [37-41]. Yet, the effect of 5-HT6Rs” modulation of hippocampal
NMDARs-dependent LTP remains poorly considered [42]. This study therefore aimed to
functionally characterize the interplay between 5-HT6Rs and glutamatergic neurotransmis-
sion by assessing the effects of the 5-HT6Rs’ antagonist SB-271046 on synaptic activity and
plasticity of CA3/CALl hippocampal synapses. SB-271046, whose structure and function
have been initially described by Bromidge et al. (1999) [4] and Routledge et al. (2000) [5],
is known to block the 5-HT6Rs, leading to a decrease in adenylyl-cyclase activation and a
decrease in AMPc intracellular concentration. Our investigation was performed in both
male and female mice, allowing us to take into consideration the sexual dimorphism that
can be observed in healthy brains [43] but is also accentuated in diseases such as schizophre-
nia [44-46]. In addition to morphological and symptomatology dimorphisms [44—46], the
effective dosage of antipsychotic drug to obtain a response is different between male and
female patients, with male patients requiring significantly higher amounts [47,48]. Inter-
estingly, a clinical investigation using the 5HT6Rs’ agonist inhibitor avisetron (AVN-211)
found a sex-dependent response in schizophrenia patients with residual psychotic symp-
toms [49], which reinforces the importance of testing the effect of the molecule on male and
female mice.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

In the present study, 16 male and 13 female C57BL/6 mice, aged 5-8 months, provided
by our local facility (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Université de Caen,
Normandie, France), were used. Mice were kept in polycarbonate cages (n = 5 per cage) in
standard controlled conditions including reversed 12/12 h light/dark cycle (lights on at
7:30 a.m.) and stable temperature (22 4 2 °C) and humidity (50 = 10%). Mice were given
free access to food and water. Cage enrichment consisted of crinkle-cut shredded paper and
a carboard house. Experiments were performed in accordance with French and European
Economic Community guidelines for the care and use aof laboratory animals (Directive
2010/63/UE, project no. 2020121013375130 v2).

2.2. Pharmacology

Based on its pharmacological profile [4], the selective 5-HT6Rs’ antagonist SB-271046
(5-chloro-N-(4-methoxy-3-piperazin-1-yl-phenyl)-3-methyl-2-benzothiophene sulfonamide
hydrochloride) was first delivered at concentrations of 0.1 uM, 1 uM, or 10 uM to assess
the dose-dependent effect on NMDARs’ activation. The higher dose was then selected
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to investigate the effects of SB-271046 on non-NMDARs’ activation and the expression of
synaptic plasticity. Both NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo [f]quinoxaline-7-
sulfonamide, NBQX) and bicuculline (non-NMDARs and y-aminobutyric acid type A
receptor (GABAAR) antagonists, respectively) were used at 10 uM. SB-271046 was synthe-
sized by F. Fabis and C. Fossey (Centre d’Etudes et de Recherche sur le Medicament de
Normandie, CERMN, UNICAEN), NBQX was purchased from Tocris Bioscience® (Bristol,
UK) and bicuculline from Sigma-Aldrich® (Lyon, France).

2.3. Extracellular Electrophysiology

Mice were anesthetized with 5% isoflurane and decapitated. The brain was rapidly
extracted from the skull and placed in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) contain-
ing 124 mM NaCl, 3.5 mM KCl, 1.5 mM MgSQOy, 26.2 mM NaHCOj3, 1.2 mM NaH,POy,
2.5 mM CaCly, and 11 mM glucose (pH 7.4). The solution was gassed with an O,/CO;
mixture (95%/5%). Transverse hippocampi slices (400 um thick) were obtained with a
tissue slicer (Mc ILwain®, Redding, CA, USA) and placed in aCSF for at least 60 min in a
holding chamber at room temperature before recording. The hippocampal slice was then
placed into the recording chamber, maintained with a grid, and continuously submerged at
room temperature with pregassed aCSE.

Specific NMDAR activation was assessed in the CA1 hippocampal area by conven-
tional single-array recordings using glass micropipettes (2-5 MQ}) filled with 2 M NaCl.
Presynaptic fiber volleys (PFVs) and field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were
evoked at 0.1 Hz by the electrical stimulation of Schaffer collaterals and commissural fibers
located in the stratum radiatum. The NMDARs-mediated component was isolated from
slices perfused with low magnesium aCSF (0.1 mM to relieve NMDARSs of their MgZ*
blockade) and supplemented with NBQX (10 uM). The slope of three successive PFVs
and fEPSPs was averaged using WinLTP® software 2.30 [50,51]. To evaluate the level of
NMDAR activation, an index of synaptic efficacy (Ise) corresponding to the fEPSP/PFV
ratio was plotted against increasing stimulus intensities (400 and 500 nA). The effects of suc-
cessive application of SB-271046 with increased concentrations (0.1 uM, 1 uM, and 10 uM)
in the control or bicuculline-supplemented aCSF (10 uM) were evaluated by comparing Ise
before and 15 min after the addition of the drug to the medium.

After the evaluation of the effective dose of SB-271046 on NMDARs’ activation, the
effects on basal synaptic transmission and synaptic plasticity were assessed using extracel-
lular recordings obtained with a Multi-Electrodes array (MEA2100, Multi-Channel System,
60MEA200/30iR-Ti 8*8, Reutlingen, Germany). The recording chamber was equipped
with 60 recording electrodes (30 um diameter with 200 um spacing). To assess basal
neurotransmission, fEPSPs also evoked in the CA1 area by stimulation of the Schaffer collat-
erals/commissural fibers were measured using LTP director software® 1.4 (Multi-Channel
Systems MCS). Input-output (I/O) curves were obtained with voltage currents ranging
from 3000 to 5000 mV. The paired-pulse facilitation (PPF) of basal synaptic transmission
was investigated through paired electrical stimulation with an interstimulus interval of
30 ms. The voltage current selected to induce PPF corresponded to a response of 50% of
the maximal achievable fEPSP determined with the I/O curve. The PPF was calculated as
the ratio of the slope of the second stimulation to the first one. In both the I/O and PPF
experiments, the effects of SB-271046 were evaluated by comparing the values before and
15 min after the addition of the antagonist to the aCSF. To investigate the short-term poten-
tiation and long-term potentiation (STP and LTP, respectively) of synaptic transmission, a
test stimulus was applied every 20 s and adjusted to obtain an fEPSP with a baseline slope
of 0.1 V/s. After 15 min of stable baseline, a conditioning stimulus was applied consisting
of either a high-frequency stimulation (HFS, 1 burst of stimulations delivered at 100 Hz for
1s) or a theta-burst stimulation (TBS, 10 bursts of 4 pulses delivered at 100 Hz separated
by 200 ms and repeated twice with an interval of 20 s). In both HFS and TBS experiments,
testing with a single pulse was then resumed for 60 min. For statistical analyses, STP was
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considered as changes occurring between 5 and 15 min after the conditioning stimulation
while LTP was considered as occurring between 45 and 60 min.

2.4. Data Analysis

Analyses were performed with R® software 4.2.0 and GraphPad® Prism 8.3. The
assessment of normality of the data distribution was performed using the Shapiro test and
the homogeneity of variances with Levene’s test. When data were normally distributed,
two-way analysis of variance (ANOVAs with repeated measures or not) were used for
group comparisons, and data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM).
Otherwise, data are expressed in median =+ interquartile. To assess drugs effects, paired
t-tests (for data normally distributed) or Wilcoxon paired tests (for data not normally
distributed) were used. A significant difference was admitted in all cases when p was
below 0.05.

3. Results
3.1. Effects of SB-271046 on NMDARs" Activation

NMDARs’ activation is critical for functional plasticity in the neuronal networks
that drive memory formation [37-41]. To accurately determine possible dose-dependent
effects of 5-HT6Rs’ antagonism, we looked first at changes in pharmacologically isolated
NMDARs-mediated fEPSPS (see Section 2) that were induced by increased concentrations
of SB-271046.

In almost all experimental subgroups (Figure 1), the NMDARs’ activation determined
by the Ise index (corresponding to the fEPSP/PFV ratio) was significantly increased by SB-
271046. This significant increase was found in male (Figure 1A) and female mice (Figure 1B)
and was not dose-dependent.
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Figure 1. SB-271046 increases NMDARs activation in CA1 hippocampal networks. Effects of increas-
ing concentrations of SB-271046 (0.1 uM, 1 uM, and 10 uM) on Ise of isolated NMDARs-mediated fEP-
SPs determined at 400 pA and 500 pA stimulation intensities in male (A) (mean + SEM, »n = 16 slices,
* p <0.05, paired t-tests) and female (B) mice (mean + SEM, n = 14 slices, * p < 0.05 and ** < 0.001,
paired f-tests). Treatment effect was significant for male and female (* p < 0.05 two-way ANOVA
repeated measures) mice. The synaptic efficacy (Ise) corresponds to the fEPSP/PFV ratio. In inserts
are representative examples of superimposed traces recorded for 400 uA stimulation intensity in
vehicle (filled line) and SB-271046 (dashed line).

Because 5-HT6Rs have been suggested to modulate GABA inhibition [32,52,53], we
next monitored the effects of SB-271046 on NMDARSs’ activation in the presence of the
GABAARs’ antagonist bicuculline (Figure 2). In these additive experiments, the 5-HT6Rs’
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antagonist was applied at 10 uM to induce the reproducible increase in NMDARs activation
found in the control conditions. On the one hand, we did not observe any detectable effect
of bicuculline (10 uM) prior to SB-271046 application in male mice; this held true regardless
of the intensity of stimulation. Conversely, a significant increase was found in female mice
but only for the 500 pA stimulation intensity. On the other hand, the increase in NMDARs’
activation by SB-271046 was suppressed by bicuculline in male mice (Figure 2A), whereas
a significant enhancement persisted in female mice (Figure 2B).

>
2 Os

-
o
1

o
+O

>
=)
]

-
o
1

77 | =
i ﬁ % g .
400

Stimulus intensity (HA)

o
]
1

NMDARSs activation (Ise)
5
1

NMDARs activation (Ise)
P
1

/ %)
gl
500 400 500

oo Stimulus intensity (uA)

[ Bic+SB-271046 10 pM

(4
o

.
s
viesd .
o o
o o
1

Figure 2. The potentiating effect of SB-271046 on NMDARs’ activation involves GABAergic transmis-
sion in male but not female mice. Effects of SB-271046 application (10 uM) on synaptic efficacy (Ise) of
NMDARs-mediated fEPSPs determined at 400 and 500 nA stimulation intensities in the presence of
the GABAARs antagonist bicuculline (Bic, 10 uM) in male (A) (mean + SEM, n = 10 slices) and female
(B) mice (mean + SEM, n = 13 slice, * p < 0.05, paired t-tests). In inserts are representative examples
of superimposed traces recorded in vehicle aCSF (orange line), in the presence of bicuculline before
(blue line) and after addition of SB-271046 (pink line).

3.2. Effects of SB-271046 on Basal Synaptic Transmission

We next determined whether the 5-HT6Rs antagonist could also alter the non-NMDARs-
mediated fEPSPs supporting basal synaptic transmission. In these experiments, we assessed
the effects of 10 um SB-271046 on the fEPSPs induced in the control aCSF by intensities of
stimulation ranging from 3000 to 5000 mV. A significant increase in non-NMDARs fEPSPs
by SB-271046 was found compared with that produced by the vehicle treatment in both
male and female mice regardless of the intensity of the stimulation (Figure 3A).

Basal neurotransmission depends on the presynaptic release of glutamate, which can
be experimentally assessed by the paired-pulse facilitation (PPF) paradigm (see [54,55]).
In both male and female mice, a significant PPF was induced using paired stimulation
separated by a 30 ms interval, which was not statistically different between the vehicle and
SB- 271046 (Figure 3B).
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Figure 3. SB-271046 increases basal transmission without affecting mechanisms underlying presy-
naptic release of glutamate (A) Effect of SB-271046 (10 uM, dotted line) vs. vehicle (full line) on
non-NMDARs-mediated fEPSPs (median =+ interquartile range) induced by increasing stimulus
voltages in male (left, n = 11 slices, * p < 0.05, Wilcoxon paired test) and female mice (right, n = 8 slices,
Wilcoxon paired test: * p < 0.05). (B) Paired pulse facilitation (PPF, mean + SEM) ratio calculated
in presence of SB-271046 (hollow circle and square dots) or vehicle (black circle and square dots) in
male (left, n = 12 slices) and female mice (right, n = 8 slices). In inserts are representative examples of
superimposed traces recorded for 4000 mV stimulus voltages in vehicle (filled line) and SB-271046
(dashed line).

3.3. Effects of SB-271046 on Functional Plasticity

Considering the potentiation effect of SB-271046 on NMDARSs’ activation, we finally
assessed NMDARs-dependent functional plasticity using high-frequency stimulation (HFS)
and theta-burst stimulation (TBS) in hippocampal slices from male and female mice. In
both HFS- and TBS-related experiments (Figure 4), the mean fEPSPs” magnitude (percent of
increase relative to the baseline, from 5 to 15 min and 45 to 60 min after the tetanus for short-
term potentiation (STP) and long-term potentiation (LTP), respectively) was significantly
increased indicating that STP and LTP were promoted in all cases. For both HFS- and
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TBS-related protocols (Figure 4A,B), the magnitudes of STP and LTP did not differ between
the vehicle and SB-271046 (10 uM) treatments (Table 1).

A. HFS-induced LTP 6\ 9
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Figure 4. Long-term potentiation is not altered by SB-271046. (A) Time-course of high-frequency
stimulation (HFS)-induced long-term potentiation (LTP) in vehicle and in presence of SB-271046
(10 uM) in male (left, vehicle n = 9 slices vs. SB-271046 n = 8 slices) and female (right, vehicle
n =12 slices vs. SB-271046 n = 10 slices) mice. (B) Time course of theta-burst stimulation (TBS)-
induced LTP in vehicle and in presence of SB-271046 (10 uM) in male (left, vehicle n = 10 slices
vs. SB-271046 n = 9 slices) and female (right, vehicle n = 5 slices vs. SB-271046 n = 5 slices) mice.
Vehicle condition is represented by black dots and SB-271046 by white dots. Short-term potentiation
(5-15 min; STP) and LTP (45-60 min) are promoted by both HFS and TBS in male and female mice
compared with baseline (*** p < 0.0001, two-way ANOVA, time effect). In inserts are representative
examples of superimposed traces recorded before (filled line) and 60 min (dashed line) after the
conditioning stimulation in vehicle or SB-271046 conditions.

Table 1. SB-271046 has no effect on the magnitude of short- or long-term potentiation. Mean values
of the magnitude of high-frequency stimulation (HFS)- and theta-burst stimulation (TBS)-induced
short-term potentiation (5-15 min; STP) and long-term potentiation (45-60 min; LTP) in control and
SB-271046-supplemented aCSF (10 uM) in male and female mice.

HFS TBS
STP LTP STP LTP
il Vehicle 180.6 =+ 13.35% 158.2 + 8.45% 160.5 =+ 8.97% 180.1 =+ 17.67%
ae SB-271046 174.5 + 8.56% 157.6 + 8.13% 177.0 + 6.91% 181.2 + 28.48%
— Vehicle 166.6 + 6.50% 148.0 + 2.87% 216.8 + 5.62% 151.1 + 7.62%
¢maie SB-271046 181.7.5 + 8.85% 148.5 + 4.44% 211.7 + 28.76% 146.2 + 4.48%

4. Discussion

This electrophysiological study aimed to investigate the effects of the blockade of sub-
type 6 of the serotoninergic receptors (5-HT6Rs) on the synaptic activity of CA1 neuronal
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networks in ex vivo hippocampal slice preparations of male and female mice. It was found
that in both sexes, the 5-HT6R antagonist SB-271046 increases synaptic-glutamate-related
synaptic potentials mediated by NMDARSs and non-NMDARs without affecting glutamate
release. Interestingly, the NMDARs-related improvement was prevented by GABAARs
blockade only in male mice, indicating a sex-dependent involvement of inhibitory trans-
mission. Finally, this study found that although 5-HT6Rs blockade increases NMDARSs
activation, it does not significantly impact the related NMDARs-dependent functional
plasticity at CA3/CAIl synapses.

Cloned in 1993 [7], the 5-HT6Rs, which belong to the family of Gs-protein-coupled
receptors, are located in brain regions involved in cognitive functions such as the cortex,
striatum, or hippocampus. This localization allows the identification of these receptors as
putative new targets for the development of alternative treatments aimed at preventing
cognitive-related disabilities [1,3,7,36,56]. The pharmacological blockade of 5-HT6Rs by the
selective antagonist SB-271046 [57] leads to increases in the dopamine, acetylcholine, and
glutamate levels in the hippocampus of rats [28-31] and improves memory performances
in numerous behavioral paradigms [15,19,20,22,58]. The promnesiant effect of 5-HT6Rs’
blockade on recognition memory has been shown to be dependent on close interactions
with the glutamatergic system in mice [27] and rats [59], though the molecular mecha-
nisms still remain unclear. Our electrophysiological study provides functional evidence
for a tonic modulation of glutamate-related synaptic activity by 5-HT6Rs in hippocampal
neuronal networks. Indeed, we report that the low-frequency-induced synaptic potentials
mediated by non-NMDARs as well as NMDARs are increased by antagonism of 5-HT6Rs.
These results are in line with previous data of whole-cell patch-clamp electrophysiological
recordings performed in the medium spiny neurons of the rat striatum. Indeed, this inves-
tigation revealed that, conversely, the activation of 5-HT6Rs by the agonist ST1936 reduced
the amplitude of spontaneous glutamatergic postsynaptic currents [60]. Additionally, in
agreement with this study, we found that the pharmacological manipulation of 5-HT6Rs
does not alter the paired-pulse facilitation of synaptic transmission, a form of short-term
plasticity used for assessing the calcium-dependent mechanisms of transmitter release.
This result therefore indicates that 5-HT6Rs do not modulate glutamate transmission by
changing synaptic glutamate release but rather by activating postsynaptic mechanisms in
the neuronal network. Accordingly, we found that the facilitation effect of 5-HT6Rs’ antag-
onism on NMDARs activation is prevented by GABAARs blockade, suggesting changes in
the excitation/inhibition balance. However, further experiments are still needed to detail
the underlying mechanisms, including patch-clamp recordings, as performed by West et al.
(2009), whose results are discussed below [42].

Several studies have investigated 5-HT6Rs’ localization on cell types, reporting that, in
the hippocampus, these receptors are mainly expressed on excitatory pyramidal cells and on
inhibitory GABA interneurons, though to a much weaker degree [3,33,35]. According to this
presence on inhibitory cells, the agonist WAY-181187 increases the frequency of spontaneous
inhibitory postsynaptic currents in the CA1 hippocampal area, an effect that is prevented by
the selective 5-HT6Rs antagonist SB-399885 [42]. Interestingly, we provide here, for the first-
time, evidence for sexual dimorphism, given that the 5-HT6Rs’ antagonist affects NMDARs’
activation through GABA modulation in male but not in female mice. Unfortunately,
the morphological studies available so far have been conducted in male rodents and are
therefore not informative for a possible sex difference in the cellular localization of 5-
HT6Rs. Regardless, we can hypothesize that 5-HT6Rs rather indirectly control glutamate
transmission in males through the modulation of the inhibitory tone, whereas they can
directly act on pyramidal cells in females through changes in membrane excitability. In our
opinion, this is an important observation because knowledge on sexual dimorphism in the
healthy brain is of growing interest [43,61,62] and because sex dichotomy is often associated
with brain disorders [63-66], particularly in the case of schizophrenia [45,46]. Interestingly,
a clinical investigation using the 5-HT6Rs’ agonist inhibitor avisetron (AVN-211) reported
the benefits of the drug only in women schizophrenia patients with residual psychotic
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symptoms [49]. The conclusion of this clinical trial, emphasizing the impact of the patients’
sex on the treatment response to the serotonergic compound, perfectly fits with the results
of the present study, which reveal distinct 5-HT6Rs-related mechanisms driven in male and
female mice. In addition, different levels of response to antipsychotic drugs (for example,
clozapine, olanzapine and risperidone), used more conventionally to treat patients, were
also found between men and women. Differences were observed for the effective dosage
of antipsychotic drug to obtain a response, being usually higher in men than women, and
the side effects of antipsychotics were more severe for women (for a review, see [47,48,67]).
Thus, sex differences should be considered with caution in future clinical and preclinical
studies, not only because there are differences in treatment responses but also because
variability in disease onset, disease progression, and symptom onset are usually observed
between men and women with schizophrenia [44]. Furthermore, several preclinical models
of schizophrenia found sex-specific alterations in cognitive functions [45,68,69]. Our results
provide evidence that this dichotomy is already present at the neuronal level, which should
be taken into consideration for the development of a selective treatment.

Finally, our study shows that though the 5-HT6Rs antagonist increases the low-frequency-
induced NMDARSs synaptic potentials, it has no significant effect on the NMDARs-dependent
LTP generated at the same synapses by high-frequency stimulation (either by HEFS but
also TBS which is more sensitive to variations in GABAergic tone than HFS). Our result
could be contradictory with the attenuation of TBS-induced LTP promoted by the 5-HT6R
agonist WAY-181187 at the same neuronal connections [42]. However, this latter study also
indicated that the 5-HT6R antagonist SB-399885 tested alone did not affect LTP expression,
as we found here with SB-271046. In addition to being used for preventing the effects of
an agonist, the interest in testing an antagonist is to investigate whether the tonic activity
of a specific receptor subtype is involved in the control of neuronal network activity or
plasticity. From the results of the present study, we can therefore argue for a low, if any,
tonic influence of 5-HT6Rs on functional synaptic plasticity, at least in the hippocampal
slice preparations.

To conclude, the present study provides new informative data related to the synaptic
interactions between 5-HT6Rs and glutamate neurotransmission in the hippocampus. We
highlight the differential modulation by 5-HT6Rs of the excitatory/inhibitory balance
within neuronal networks where male or female subjects are concerned. Indeed, we found
an increase in the hippocampal network activity in male mice in particular through an action
on the inhibitory tone, whereas a greater involvement of glutamatergic neurotransmission
could be selective to female mice. These data could help in initiating new pharmacolog-
ical strategies to treat the sex-dependent cognitive impairments notably associated with
schizophrenia.
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4.5.Etude électrophysiologique complémentaire a I'article 2

Au vu des résultats comportementaux obtenus lors de I'Etude comportementale
complémentaire a I'article 1 et des résultats électrophysiologiques obtenus chez des souris
témoins dans le cadre de I’Article 2, nous avons voulu évaluer les effets du SB-271046 sur la
neurotransmission glutamatergique dans I’hippocampe du modéle 2-hit. Nous avons montré
qgue le blocage des 5-HT6R par le SB-271046 permettait de faciliter la neurotransmission
glutamatergique dans I’hippocampe quel que soit le groupe expérimental sans impacter la
plasticité synaptique hippocampique. Les mécanismes sous-jacents au blocage des 5-HT6R
seraient également dépendant génotype (C57BL/6J vs SR-KO) avec une action soit
directement au niveau de l'inhibition GABAergique, soit directement au niveau des neurones

pyramidaux de |I"hippocampe.

(1) Effet du SB-271046 sur I’activation des NMDAR

Comme nous l'avions observé dans le groupe témoin, ainsi que dans tous les groupes
expérimentaux (Figure 30), le blocage des 5-HT6R a induit une augmentation de I'activation
des NMDAR a une dose de 10 uM. De maniere intéressante, le blocage des GABAR par la
bicuculline n’a pas affecté I"’augmentation de I'activation des NMDAR sous SB-271046 pour le
groupe SR-KO et 2-hit. Cependant, 'augmentation de I'activation des NMDAR sous SB-271046
a été prévenue par la bicuculline pour le groupe témoin et SM. Ces résultats suggérent ainsi
un mécanisme d’action des 5-HT6R différent entre les souris du génotype C57BL/6) et celles

du génotype SR-KO.
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Figure 30. Effet du blocage des 5-HT6R sur I’activation des NMDAR.

Effet du SB-271046 (10 uM) sur I'efficacité synaptique (Ise) a 400 pA en condition contrdle (A) ou en présence de
bicuculline (B) dans les groupes SR-KO, séparation maternelle (SM) et 2-hit. En dessous des histogrammes,
exemples de tracés des champs NMDA obtenus pour chaque groupe. T-test apparié : * < 0.05, data représentés
en moyennes + SEM. Les données du groupe témoin pour la bicuculline proviennent de I'article 2.

(2) Evaluation de la transmission glutamatergique basale

Comme nous l'avions observé chez le groupe témoin, chez les trois groupes expérimentaux,
SR-KO, SM et 2-hit, le blocage des 5-HT6R augmente de maniere significative les PPSE non-
NMDAR déterminés a des intensités de stimulation allant de 3000 mV a 5000 mV (Figure 31).
D’autre part, comme pour le groupe témoin, le SB-271046 n’affecte pas la PPF et n’a donc
aucun effet sur les mécanismes de libération du glutamate dans les trois autres groupes

expérimentaux (Figure 32).
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Figure 31. Le blocage des 5-HT6Rs augmente la transmission glutamatergique de base dans I'hippocampe dans
tous les groupes, témoin, SR-KO, séparation maternelle (SM) et 2-hit.

Comparaison des PPSE non-NMDARs induits par des stimulations croissantes (de 3000 mV a 5000 mV, en
condition controle (trait plein) et avec SB-271046 (10 uM, trait pointillé. Wilcoxon paired test : * <0.05. Données
représentées en médiane * quartiles. Le graphique du groupe témoin provient de I'article 2
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Figure 32. Le blocage des 5-HT6Rs ne modifie pas la

libération du glutamate.

Comparaison de la moyenne des paired-pulse
facilitation (PPF) en condition contréle (non hachuré)
et sous SB-271046 (10 uM, histogramme hachuré)
dans le groupe SR-KO, séparation maternelle (SM) et
2-hit. Les données du groupe témoin proviennent de
I'article 2.
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(3) Evaluation de la transmission glutamatergique basale

En dernier lieu, nous avons évalué les effets du blocage des 5-HT6R sur la plasticité synaptique
NMDAR-dépendante dans les modeles a travers les deux protocoles de stimulation HFS et TBS.
Une augmentation de I'amplitude des PPSE par rapport a la ligne de base, de 5 a 15 min pour
la PCT et de 45 a 65 min pour la PLT, a été observée dans tous les groupes indiquant que le
phénomeéne de plasticité a bien été induit a la suite des deux types de stimulation. Nous
n’avons trouvé aucun effet du blocage des 5-HT6R, ni avec le protocole HFS ni TBS et ce, pour
tous les groupes (Figure 33). L'amplitude moyenne de la PCT comme de la PLT n’était pas
différente entre les groupes expérimentaux et entre la condition controle et SB-271046

(Tableau 9).

Tableau 9. Tableau récapitulatif des pourcentages moyens de potentialisation sous traitement
pharmacologique.

Valeurs moyennes (+ SEM) de I'amplitude de la potentialisation a court terme (5-15 min, PCT) et a long terme
(45-60 min, PLT) pour le protocole de High frequency stimulation (HFS) et theta burst stimulation (TBS) en
condition contrdle et avec SB-271046 (10 uM). Les résultats du groupe témoin proviennent de I'article 2.

HFS TBS
PCT PLT PCT PLT

Témoin Controle 180.6 + 13.35 158.2 + 8.45 160.5+8.97 | 180.1+17.67
SB-271046 174.5 + 8.56 157.6 +8.13 177.0+6.91 181.2 + 28.48
SR-KO Controle 158.6+7.18 146.6 + 6.60 176.6+11.63 | 131.9+11.30
SB-271046 | 160,7 +11,32 141.7 + 8.27 150.8 + 5.87 130.2+7.92

SM Controle 157.8 + 5.69 154.2 + 8.37 155.2+17.06 | 155.7+6.93
SB-271046 165.4+6.99 152.9+10.91 | 174.7+24.00 | 154.7 +17.33

2-hit Controle 1749+ 12.8 150.1 +9.23 174.6 +9.64 152.0+7.22
SB-271046 169.5 +9.94 133.4+7.88 170.2 +9.72 153.9+17.72
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Figure 33. La plasticité synaptique n’est pas altérée en présence de SB-271046 quel que soit le groupe
expérimental

Suivi temporel de la potentialisation a long terme (PLT) induite (A) par une stimulation a haute fréquence (High
frequency stimulation, HFS), ou (B) par une stimulation a la fréquence theta (Theta burst stimulation, TBS) en
condition controle (points foncés) et sous SB-271046 10 uM, (points clairs) en fonction du groupe SR-KO,
séparation maternelle (SM) et 2-hit. Une potentialisation a court terme (5-15 min ; PCT) et la PLT (45-60 min) est
observée quel que soit le protocole HFS et TBS et dans tous les groupes (ANOVA a deux facteurs : effet temps
**** <0.0001.

Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent I'importance des systemes GABAergique et
glutamatergique pour le bon fonctionnement synaptique des réseaux neuronaux dans les

conditions normales mais, également dans le cadre d’un traitement.
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Deux grands objectifs étaient recherchés dans cette these. Le premier était de valider un
nouveau modele murin de SCZ en se basant sur I’étiologie multifactorielle de la maladie, alors
que le second cherchait a montrer l'intérét de la modulation des 5-HT6R comme possible

stratégie de traitement pour soigner certains symptémes associés a ce désordre mental.

La premiére partie de cette discussion portera donc sur la validation du modeéle 2-hit et son
intérét en relation avec les phénotypes présentés par les patients atteints de SCZ. Ce modele
animal a été construit en associant deux facteurs de risque, le premier étant une atteinte du
systéme glutamatergique induit par la délétion du géne de la SR et le second étant un stress
précoce engendré par une SM de 24h au 9°™¢ jour de vie post natal. Dans notre étude,
différents parametres comportementaux mais aussi fonctionnels ont été mesurés et seront

discutés.

La seconde partie de la discussion portera sur I'intérét de la modulation des 5-HT6R comme
traitement putatif de la SCZ. Cette partie considérera le role que ces récepteurs exercent sur
I'activité fonctionnelle des réseaux de neurones hippocampiques et discutera des effets de
leur modulation pharmacologique sur les déficits observés dans le modele 2-hit. Enfin, cette
discussion terminera sur une perspective d’utilisation de ligands 5-HT6R dans le traitement de

la SCZ.
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4.1.Le modele 2-hit : apport pour la modélisation de la schizophrénie
4.1.1. Validité et apport du modele 2-hit

Le développement d’'un modele animal cherchant a mimer le plus fidelement possible la SCZ
pourrait sembler compliqué a obtenir au vu de I’'hétérogénéité des symptomes et de la
complexité des mécanismes physiopathologiques de la maladie, mais aussi des différences
interspécifiques importantes entre rongeurs et humains. Ainsi a ce jour, aucun modeéle animal
n’est capable de reproduire I'ensemble des symptémes présentés par les patients atteints de
SCZ et les nombreux modeles existants n’en miment généralement que quelques-uns des
aspects (pour revue voir : Winship et al., 2019). Le modeéle que nous avons développé et qui
combine pour la premiére fois la délétion génétique de la sérine racémase avec une séparation
maternelle, montre des atteintes multiples dans son phénotype comportemental et

fonctionnel dont les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 10.

En préambule, Iutilisation de souris 1-hit (SR-KO et SM) a permis de caractériser la présence
de déficits spécifiques a chaque facteur et de les comparer avec ceux déja rapportés dans la
littérature. L'analyse des animaux 2-hit a ensuite permis de mettre en évidence des possibles
interactions entre ces facteurs de risque. Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons les
définitions suivantes pour les termes « synergie », « résistance », « résilience » et « addition »
(Percelay et al., 2023 — Revue soumise a Neuroscience & Biobehavioral Reviews). On parle ainsi
de synergie lorsqu’un déficit induit par le premier facteur est potentialisé par le second (et
inversement) ; de résilience lorsque le déficit lié au premier facteur est diminué par le second
et de résistance lorsqu’un déficit induit par le second facteur est diminué par le premier. Le
terme de synergie peut étre mis en opposition au terme d’« addition » des effets.
L’ « addition » consiste a observer la somme des déficits de chaque facteur aprés combinaison

des deux hits sans effet potentialisateur (Figure 34).
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Figure 34. Différences entre les effets de synergie, d’addition, de résilience et de résistance dans le cas d'une

Effet de synergie Effet de résilience

Facteur 1

Facteur 2 @

¢x§¢

exposition a deux facteurs.

Une croix noire correspond a la présence d’un déficit, le « ¢ » indique I'absence d’un déficit. Plus la croix noire
est grande, plus le déficit est important. Adapté de la Revue Percelay et al. (2023) soumise a Neuroscience &
Biobehavioral Reviews.

Tableau 10. Tableau récapitulatif du phénotype comportemental et fonctionnel des différents groupes
expérimentaux utilisés pour le développement du modéle 2-hit.

Les observations comportementales (tests et mesures) ont été classées en fonction des symptémes de la SCZ
(productifs / déficitaires / cognitifs). Les résultats concernent les souris SR-KO (sérine racémase KO), SM
(séparation maternelle) et 2-hit (SR-KO combinée a SM). La derniere colonne du tableau correspond a la nature
des effets de 'interaction des facteurs de risque dans le modéle 2-hit. 7 : augmentation; ™ : diminution ; @ pas
de modification ; Le « @ » dans la colonne « effet de I'interaction » correspond a aucun effet observé a la suite
de la combinaison des deux facteurs.
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L'analyse du Tableau 10 nous montre que I'hyperactivité associée au modele 2-hit ne se
présente pas comme un effet de synergie ni d’addition puisqu’elle est déja présente a un
niveau identique dans les modeéles 1-hit SR-KO et SM. Cette hyperactivité peut étre considérée
comme un signe de symptomes de type productifs et est notamment corrélée a une
augmentation de I'activité dopaminergique (Howes et al., 2015; Van Den Buuse, 2010). Les
symptomes productifs sont majoritairement retrouvés chez les patients ayant le sous-type
paranoide de la SCZ, la forme la plus fréquemment retrouvée dans cette pathologie (Fisher
and Roget, 2014; Guze, 1995). Concernant les symptémes de type déficitaires, le modéle 2-hit
ne présente pas dans nos expériences de déficits de sociabilité, puisqu’aucun effet de synergie
n‘a été observé entre les facteurs. Il est intéressant de noter que les modeéles 1-hit pris
séparément ne présentent pas non plus ce type d’atteinte. Pourtant, il faut souligner que les
modeles 1-hit basés sur des facteurs environnementaux précoces, tels que la séparation
maternelle, ont permis de montrer la pertinence de I’hypothése neurodéveloppementale de
la SCZ (perturbation précoce du développement cérébral qui serait a I'origine de I'émergence
d’une psychose, pour revue : McGrath et al., 2003) dans le développement des symptémes de
type déficitaires (pour revue voir Limosin, 2014). De plus, d’autres modeles de SM présentent
des altérations de la sociabilité (Bouet et al., 2011; Girardi et al., 2014). L’absence de ce type
de déficit n’était pas attendue dans ce modeéle 2-hit, suggérant qu’il est nécessaire de
I’'améliorer pour les induire. On peut envisager d’utiliser un protocole de SM plus sévére (en
augmentant la durée ou la fréquence de la séparation par exemple) ou ajouter un troisieme
facteur environnemental (par exemple : isolement social, traitement pharmacologique au
tetrahydrocanabinol THC, ou MK-801.). Il faut également savoir que dans les tableaux
cliniques, les symptomes déficitaires sont présents chez 15 % des patients lors du premier
épisode psychotique et jusqu’a 30 % chez les patients atteints de SCZ chronique (Kirkpatrick
et al., 2001) indiquant I'importance de les retrouver dans les modéles animaux pour obtenir

une meilleure validité d’apparence (Davis et al., 2016; Guerrin et al., 2021).

Dans nos études, le modele 2-hit présente des déficits cognitifs, notamment d’inhibition
comportementale et de mémoire de travail qui sont dus a la synergie des deux facteurs de
risque. Reproduire les déficits cognitifs chez les modeles animaux est un enjeu important
puisqu’en effet ces déficits sont présents chez 70 a 80 % des patients atteints de SCZ (Heinrichs

and Zakzanis, 1998). Il est a noter que jusqu’a présent, ces deux types de déficits cognitifs ne
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sont que rarement mis en évidence dans les modeles 2-hit de SCZ (pour revue voir : Guerrin
et al., 2021), conférant a notre modele un phénotype comportemental intéressant avec une

validité d’apparence augmentée par rapport a ces atteintes.

Comme nous avons pu le constater (voir le Tableau 10), mise a part I'hyperactivité, les autres
déficits ne sont pas présents dans les modéles 1-hit bien que les cibles choisies soient
proposées comme étant des facteurs de risque de la maladie (Balu, 2016; De Miranda et al.,
2000; Morita et al., 2007; Nakazawa & Sapkota, 2020b; Popovic et al., 2019; Stilo & Murray,
2019; Trovao et al., 2022). Les atteintes présentes dans le modeéle 2-hit montrent donc toute
I'importance de combiner au minimum deux facteurs de risque pour induire certains déficits
comportementaux. D’autre part, choisir des facteurs qui n’induisent que peu d’atteintes
comportementales se révéle comme une stratégie intéressante pour mettre en évidence plus
facilement des effets de synergies entre les facteurs. Par exemple, notre équipe a récemment
caractérisé un modele a 3 facteurs combinant une délétion partielle du géne MAP6 avec une
SM et un traitement sub-chronique au MK-801 (Percelay et al., 2021b). La délétion partielle
de MAP6 (souris hétérozygotes) a été décrite comme une susceptibilité a un événement
ultérieur telle que la SM (Bouet et al., 2021; Percelay et al., 2021a, 2021b; Volle et al., 2013).
De la méme fagon, les administrations de MK-801 étaient réalisées avec une dose sous-
efficace (0.05 mg/kg) afin de ne pas induire de déficits comportementaux en elles-mémes,
comme on |'observe a plus forte dose (Carey et al., 1998; Curzon and Decker, 1998; Lee et al.,
2020; Thonnard et al., 2019). Ainsi, I'association de ces facteurs a permis de montrer un effet
de synergie chez les souris 3-hit, notamment sur I'activité spontanée, la mémoire de travail,

la sociabilité, et le niveau d’anxiété (Percelay et al., 2021b).

Afin de compléter la validité du modeéle 2-hit, nous nous sommes aussi intéressés a des aspects
de fonctionnalité cérébrale grace a des approches électrophysiologiques, avec un focus
particulier sur I'activité synaptique de I'hippocampe et sa plasticité, en regard de par son
implication critique dans les processus mnésiques (Kogan et al., 2000; Morris et al., 1990;
Opitz, 2014) et dans la physiopathologie de la SCZ (Howes et al., 2015; Wegrzyn et al., 2022).
En ce sens, notre recherche se démarque de la plupart des études existantes dans lesquelles
ces aspects physiopathologiques ne sont généralement que peu ou pas considérés (Badowska
et al., 2020; Guerrin et al.,, 2021; Horvath et al., 2016; Percelay et al.,, 2021a). Un
hypofonctionnement glutamatergique ainsi qu’une altération du tonus inhibiteur
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GABAergique sont deux atteintes suggérées dans la physiopathologie de la SCZ (Coyle et al.,
2003; Nakazawa et al.,, 2012; Nakazawa and Sapkota, 2020a). La caractérisation
électrophysiologique du modele 2-hit n’a révélé qu’une atteinte modérée de la fonctionnalité
hippocampique puisque la neurotransmission médiée par les non-NMDAR, I'activation basale
des NMDAR ou encore I'expression de la plasticité fonctionnelle (PLT et PCT) ne sont pas
affectées. Seule la sensibilité au co-agoniste D-sérine des NMDAR est modifiée, ce qui suggére
gue le taux de sites glycine disponibles de ces récepteurs semblerait réduit dans notre modéle,
par un effet de synergie entre les facteurs. Ceci demeure un résultat intéressant considérant
le réle critique de ce site glycine dans I'induction de la plasticité synaptique (Bashir et al., 1990;
Oliver et al., 1990). Paralléelement, nous avons mis en évidence une atteinte de la balance
excitation/inhibition dans le modéle, contrairement aux souris 1-hit SR-KO et SM, montrant
ici un effet de synergie entre les facteurs. Toutefois, il est important de noter que notre
interprétation ne peut se baser que sur I'atteinte de |’activation des NMDAR induite en
réponse au blocage des GABAR par I'antagoniste bicuculline. En effet, une étude plus directe,
notamment en enregistrant les courants post-synaptiques inhibiteurs et excitateurs des

cellules pyramidales grace a une approche en patch-clamp reste nécessaire a réaliser.

Différentes hypothéses peuvent étre avancées pour rendre compte des atteintes
fonctionnelles plutét modérées du modele 2-hit. Dans un premier temps, nous pouvons nous
demander si le choix des facteurs est idéal ou s’il est nécessaire de choisir des facteurs plus
séveres pour induire une altération de la neurotransmission glutamatergique. En effet, le
modele SR-KO présente un phénotype fonctionnel limité qui peut notamment étre due par la
présence de mécanismes compensatoires. Notre équipe a récemment mis en évidence une
augmentation du niveau de glycine chez les souris SR-KO au niveau de I"hippocampe, ce qui
compenserait la déplétion en D-sérine et préserverait la transmission glutamatergique (Ploux
et al.,, 2021). Nous pouvons émettre comme hypothése que par son génotype SR-KO, le
modele 2-hit présente lui aussi des mécanismes compensatoires. Dans un second temps,
notre niveau d’analyse électrophysiologique se tient a [Iactivité hippocampique
essentiellement au niveau des synapses CA3/CA1. Or, des atteintes dans d’autres parties de
I’hippocampe (CA3, gyrus denté), tout autant impliqués dans les processus mnésiques (Gilbert
et al., 2001; Hainmueller and Bartos, 2020; Hitti and Siegelbaum, 2014; Opitz, 2014), sont

envisageables et devraient étre analysées. D’autre part, I’hippocampe n’est pas la seule région
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impliquée dans les processus de mémoire et il serait aussi pertinent de s’intéresser a d’autres
structures cérébrales comme le cortex préfrontal, de par son implication dans la mémoire de
travail (Bahmani et al., 2019; Murray et al., 2017), ses interactions avec I’hippocampe pour la
création et le maintien de souvenirs (Jung et al., 2008; Preston and Eichenbaum, 2013; Sekeres
et al., 2018) et son implication dans la physiopathologie de la SCZ (Brady et al., 2019; Ferguson
and Gao, 2018; Ohnuma et al., 2005; Tan et al., 2007). Enfin, notre étude s’est focalisée sur
les systémes glutamatergique et GABAergique de neurotransmission mais, comme discuté
précédemment, d’autres systemes comme les voies dopaminergiques sont également
impliqués dans certains déficits comportementaux comme I’hyperactivité et il serait donc
pertinent de davantage les étudier (Howes et al., 2015; Kesby et al., 2018; Van Den Buuse,

2010).

Il est a noter ici une autre limite de notre étude fonctionnelle qui repose sur le fait que nous
avons considéré les effets de la combinaison des facteurs de risque uniquement chez des
individus males. En effet, des différences entre les hommes et les femmes atteints de SCZ sont
rapportés dans la littérature, non seulement par rapport a I’age d’apparition mais, également
en termes de présence de certains symptomes (Abel et al., 2010; Mendrek and Mancini-Marie,
2016). Evidemment, lors du développement de modéles multifactoriels de SCZ, I'étude des
deux sexes rajoute un niveau de complexité expérimentale puisqu’il impligue d’augmenter
encore plus le nombre de groupes (8 groupes pour les modéles 2-hit et 16 pour les modeéles
3-hit). Néanmoins, étudier les deux sexes peut étre une source d’informations importantes et
pourrait permettre de mettre en évidence des différences inter-sexe (potentiellement liées a
des effets hormonaux) (Hamson et al., 2016; Marrocco and McEwen, 2016; Yagi and Galea,
2019) comme dans I'étude de Percelay et al. (2021a) dans laquelle les femelles 3-hit

présentaient une augmentation de la transmission glutamatergique contrairement aux males.

Pour conclure, méme si la caractérisation de notre modeéle 2-hit reste encore partielle, elle
nous a permis de mettre en évidence que certaines altérations comportementales ou
fonctionnelles hippocampiques sont étroitement dépendantes d’interactions entre les
différents facteurs de risque, ce qui pourrait expliquer pourquoi elles ne se retrouvent pas

dans d’autres modeles 2-hit présentant des facteurs différents (Guerrin et al., 2021).
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4.1.2. Le modéle 2-hit : un modeéle reproductible et robuste ?

Un aspect important, et parfois négligé d’études de modeéles animaux, repose sur la
robustesse et la reproductibilité des atteintes observées. Selon Goodman et al. (2016) et selon
la Subcommittee on Replicability in Science (Bollen et al., 2015), la reproductibilité peut se
définir comme : “the ability of a researcher to duplicate the results of a prior study using the
same materials and procedures as were used by the original investigator”. En d’autres termes,
considérer les mémes facteurs de risque et réaliser les mémes procédures expérimentales
devraient nous amener a retrouver les mémes phénotypes. Goodman et al. (2016) définissent
également la robustesse comme : “the stability of experimental conclusions to variations in
either baseline assumptions or experimental procedures”. Ainsi, un modeéle robuste signifie
gue les déficits observés a un instant t persistent dans le temps. Mais pourquoi rechercher un
modeéle robuste et reproductible dans notre cas ? |l est important de noter que les traitements
pharmacologiques utilisés dans la SCZ sont généralement prescrits sur une longue durée,
parfois a vie, afin de stabiliser I'état du patient (Patel et al., 2014; Remington et al., 2017).
Dans nos travaux, nous avons été amenés a travailler sur deux cohortes de souris agées de 3-
4 mois pour la premiére et de 9-10 mois pour la seconde, afin de déterminer si le modele 2-

hit était un modele robuste.

Un résumé des résultats obtenus lors de I'étude comportementale complémentaire a I’Article
1 est présenté dans le Tableau 11 ci-dessous et nous permet de discuter de la reproductibilité

et de la robustesse du modele 2-hit.
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Tableau 11. Tableau récapitulatif des données obtenus lors de I’étude comportementale complémentaire a
I'article 1.

Les observations (tests/mesures) de I'étude comportementale ont été classés en fonction des symptomes de la
SCZ (productifs / déficitaires / cognitifs / autres déficits associés). Les résultats concernent les quatre groupes
expérimentaux témoins, SR-KO (sérine racémase KO), SM (séparation maternelle) et 2-hit (SR-KO combinée a
SM). 7 augmentation. @ absence de déficit ; \ : diminution. La reproductibilité indique que les résultats sont
retrouvés lorsque I’expérimentation est reproduite a I'identique (comparaison avec les résultats de I’Article 1) ;
la robustesse indique que les déficits qui sont observés a 3-4 mois perdurent a 9-10 mois.

3-4 mois 9-10 mois HEDIE
Tests Té- SR- 2- Té- SR- 2- Robuste
ductibl
moin | KO mS hit | moin | KO ms hit uctivle
Symptomes Actimétrie Oui SR-
de type (Activité )] 2 2 2 @ 2 [1) 2 Oui KO et 2-
productif spontanée) hit
svcrlrlptton;es Test de ’ N N N N . . s Non Oui SR-
el sociabilité KO et SM
déficitaire
Alternance
spontanée Oui SR-
N N N N N
Déficits (Mémoire de @ @ @ @ on KO
coghnitifs travail)
Reconn:?ussance & N & & & & & & Non Non
sociale
EPM
Autres (Comportement [0 [0} 0} 0} ) @ @ ) / /
de type anxieux)

La lecture du Tableau 11 nous apporte plusieurs informations. D’une part, il montre que
I’hyperactivité du modele 2-hit est reproductible et robuste. A I'inverse, d’autres déficits ne
se retrouvent pas a I'age de 9 — 10 mois que cela soit au niveau des symptomes de type
déficitaire (sociabilité) ou des déficits cognitifs (mémoire de travail). Enfin, il faut prendre en
compte qu’une altération des performances de sociabilité et de mémoire de travail a été
observée au cours du vieillissement dans le groupe témoin. Deux éléments sont a prendre en
compte face a ces résultats. Le premier, qui est I'influence de I'dge qui peut altérer les
performances cognitives (Shoji et al., 2016; Shoji and Miyakawa, 2019). En effet, des études
ont montré que des modification de la mémoire a court et long terme, du niveau d’anxiété ou
encore des interactions sociales ont été observées sur cette souche de souris C57BL/6J avec
I'age, et ce, des I'dge de 8-10 mois (Prieur and Jadavji, 2019; Shoji et al., 2016; Shoji and
Miyakawa, 2019) expliquant I'apparition de déficits dans le groupe témoin a I’age de 9 - 10

mois.

133




| Discussion générale

Le deuxieme élément est I'hétérogénéité du nombre d’animaux par groupe. En effet, le
groupe témoin ne présente qu’un nombre restreint (5 animaux par groupe a I'dge de 3-4 mois
et 4 animaux par groupe a I’age de 9-10 mois) rendant les analyses statistiques plus difficiles
et moins fiables. Nous avons de plus observé une variabilité importante dans ces groupes. On
pourrait alors se demander le role de cette variabilité dans la reproductibilité des résultats.
Les modeéles 1-hit et 2-hit ont été générés a partir de souris de souche C57BL/6J connues pour
étre une souche consanguine qui présente une variabilité interindividuelle théoriquement
réduite (grande proximité génétique entre les individus). Durant le protocole de SM, les meres
témoins C57BL/6J et SR-KO étaient, elles aussi, manipulées (20 s de séparation) afin de les
soumettre au stress lié a la manipulation (sans la durée de la séparation). Au contraire, les
souriceaux étaient le moins manipulés possible lors de la SM ainsi que lors des différents
changes de litiére, pouvant avoir lieu et ce, jusqu’au moment du sevrage. D’autre part, les
procédures expérimentales étaient réalisées généralement par la méme expérimentatrice et
une phase de handling était réalisée au minimum une semaine avant chaque expérimentation

afin d’habituer les animaux a I’environnement et a I'expérimentateur.

On pourrait alors se poser la question de savoir si la variabilité, qui est finalement présente
chez les patients, ne serait pas indissociable des études de modeéles de SCZ. En effet, cette
maladie présente une grande hétérogénéité des symptdbmes, chaque patient pouvant
développer certains symptomes plutot que d’autres (Arango et al., 2000). C'est la raison pour
laquelle le DSM-IV (Guze, 1995) avait initialement défini 5 sous-types différents de SCZ : type
paranoide, catatonique, désorganisé, indifférencié, résiduel, catégories qui ont été
abandonnés plus tard dans le DSM-V (Biedermann and Fleischhacker, 2016). Bien que ces
sous-types ne soient plus reconnus, le phénotype présenté par notre modele 2-hit peut se
rapprocher le plus d’un type de SCZ caractérisée par |'existence prépondérante de symptémes
de type productif, qui pourrait étre d’aprés le DSM-IV le type paranoide (Guze, 1995). De
maniére intéressante, il est a noter que Morita et al. (2007) ont montré qu’un polymorphisme
de la région codante 5 du gene SR était significativement associé a la présence de ce sous-type

paranoide de la SCZ chez les patients.

Le fait que les symptomes de type déficitaires et les déficits cognitifs ne soient que
partiellement présents dans le modele, avec une hétérogénéité dans les cohortes, nous

amene a considérer des moyens d’améliorer le modele, par exemple en ajoutant un troisieme
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facteur afin de rendre les déficits encore plus marqués. Cependant comme déja considéré
précédemment, I'ajout d’un troisieme facteur rend la réalisation des procédures plus
complexes et longues avec I'augmentation du nombre d’animaux / groupes (minimum 8
groupes pour avoir tous les hits contre 4 pour les 2-hit) rendant les analyses et les
interprétations encore plus complexes (voir la Revue soumise a Neuroscience and
Biobehavioral Reviews). Enfin, il faut prendre en compte que l'ajout d'un facteur
supplémentaire apporte une variabilité en plus dans les groupes. En effet, les souris vont
réagir de facon différente a chacun de ces facteurs, réaction qui sera propre a chaque individu.
C’est pourquoi, des sous-catégories peuvent apparaitre au sein méme des groupes avec des
sujets « High responders » et « low responders » (Carreira et al., 2017; Mann et al., 2014). La
différenciation des sous-groupes pourrait permettre de regarder plus spécifiquement la
vulnérabilité a une maladie (Feyissa et al., 2017; Ho et al., 2002), mais surtout la vulnérabilité
a un traitement pharmacologique (Jama et al., 2008; Pitychoutis et al., 2011) ce qui pourrait

étre intéressant a analyser dans les futures études sur les modeéles animaux de la SCZ.

4.2.l'intérét des 5-HT6R dans le traitement des symptomes de la schizophrénie

A ce jour, les médicaments développés dans le cadre du traitement de la SCZ ont permis
d’améliorer certains symptomes, mais sans étre totalement curatifs. Ainsi, si les
neuroleptiques disponibles aujourd’hui sont efficaces contre les symptomes productifs, les
symptomes déficitaires et les déficits cognitifs restent non traités et certains patients
deviennent résistants aux traitements développés (Correll and Howes, 2021; Nucifora et al.,
2019). Récemment, les 5-HT6R ont montré un intérét croissant de par leurs effets procognitifs
marqués (voir la partie Intérét des 5-HT6R comme cible thérapeutique2.6 ainsi que le Tableau 6
de l'introduction) amenant a tester des ligands 5-HT6R pour le traitement des symptomes
déficitaires et les déficits cognitifs dans les modéles animaux de la SCZ (de Bruin & Kruse, 2015;
Meneses, 2014; Meneses et al., 2011). C'est dans ce contexte que nous avons considéré les

effets du blocage des 5-HT6R pour prévenir les déficits observés dans le modéle 2-hit.
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4.2.1. Viser les 5-HT6R pour améliorer les déficits du modele 2-hit

Le Tableau 12 présenté ci-dessous résume les résultats obtenus a la suite du traitement

pharmacologique d’une durée de 2 semaines par le SB-271046 a la dose de 10 mg/kg.

Tableau 12. Effets du traitement sub-chronique par le SB-271046 sur les déficits observés dans le modeéle SR-
KO, SM et 2-hit.

Les observations (tests/mesures) comportementales ont été classés en fonction des symptomes de la
schizophrénie (productifs / déficitaires / cognitifs / autres déficits associés). Les résultats concernent tous les
groupes expérimentaux témoins, SR-KO (sérine racémase KO), SM (séparation maternelle) et 2-hit (SR-KO
combinée a SM) avec traitement par le SB-271046. 7 : augmentation. @ absence de déficit ;  : diminution. Pour
chaque mesure, les effets du traitement ont été indiqués en dessous : + effet bénéfique ; - effet délétére ; @ pas
d’effet. * pas de différence significative avec le 50%, tendance avec une valeur de p de 0.0518.

Tests 3-4 mois 9-10 mois
Témoin | SR-KO MS 2-hit Témoin | SR-KO MS 2-hit
Actimétrie
. (Activité 0] 2 2 2 [1) 2 @ Ve
Symptome P
. spontanée)
productif Traitement SB
71086 ? o | 8 | @ @ + |8 | @
Test de
Symptome sociabilité @ > > > > b b @
déficitaire | Traitement SB-
271046 * 2 @ * ; * @ -
Alternance
spontanée
N N N N
(Mémoire de @ @ @ @
travail)
Déficits Traitement SB- @ . . & N N N x
.. 271046
cognitifs
Reconnaissance
. @ N @ 0] 0] ) @ )
sociale
Traitement SB-
271086 ? + | o | @ ? p | ¢ | @
EPM
Comportement
R, o | ¢ | o | 0 | o o | 8 | o
Autre .
anxieux)
Traitement SB-
271046 ? o | 8 | @ ? 8 | 2 | @

En premier lieu, il apparait que le blocage des 5-HT6R par le SB-271046 n’a pas d’effet
significatif sur I’lhyperlocomotion des souris 2-hit et ce, quel que soit I'dge des animaux. Ce
résultat est a rapprocher d’observations analogues montrant une absence d’effet de ce
blocage sur I'hyperactivité des souris induite par I'amphétamine (Pouzet et al., 2002). En
revanche, il est en opposition avec l'utilisation d’antipsychotiques comme la clozapine,

I’halopéridol ou encore I'olanzapine qui diminuent de maniere significative I’hyperactivité
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dans des modeles génétiques d’hypofonctionnement glutamatergique (Duncan et al., 2006;
Gururajan et al., 2012; Ninan et al., 2003). Il faut également noter que le SB-271046 a permis

de diminuer I’hyperlocomotion des souris SR-KO a I’age de 3-4 mois.

Nous avons observé ensuite un effet bénéfique du traitement par le SB-271046 sur la
sociabilité dans le modéle 2-hit. En effet, alors que les souris 2-hit présentaient des déficits de
sociabilité a I'age de 3-4 mois, on observe une sociabilité « normale » aprés le traitement. Ceci
est en accord avec I'effet bénéfique du SB-271046 sur les performances de reconnaissance
sociale et les déficits de sociabilité induits par la scopolamine, précédemment rapporté dans
la littérature (Lieben et al., 2005; Loiseau et al., 2008; Schreiber et al., 2007). Cependant,
d’autres travaux montrent que le blocage des 5-HT6R par d’autres antagonistes (le Lu AE58046
ou le SB-2710456) n’a pas d’effet bénéfique sur les déficits de sociabilité induits par la PCP ou
la kétamine (Arnt & Olsen, 2011; Pouzet et al., 2002). De maniére inattendue, nous avons
observé des effets déléteres du traitement sur la sociabilité chez les souris témoins et 2-hit
agées de 9-10 mois, suggérant I'apparition d’une néophobie sociale pour ces groupes.
Concernant les fonctions mnésiques, le SB-271046 n’a aucun effet sur la mémoire de travail
des souris 2-hit jeunes mais, semble également altérer la mémoire chez les souris vieilles.
Ainsi, nous pouvons nous questionner sur I'efficacité de ce traitement en fonction de I'age
pour ces types de déficits dans notre modeéle. Toutefois, de maniére intéressante, le blocage
des 5-HT6R par le SB-271046 améliore la mémoire de travail des groupes témoins, SR-KO et
SM. Ces résultats sont en accord avec des études antérieures de notre laboratoire qui ont
montré que le blocage des 5-HT6R améliorait les déficits mnésiques liés a I’age ou induits par
la scopolamine (Asselot et al., 2017; Da Silva Costa-Aze et al., 2012, 2011; Quiedeville et al.,
2015, 2014). Enfin, le traitement avec le SB-271046 n’a pas non plus d’effet sur le niveau
d’anxiété de notre modéele alors que des études antérieures ont mis en évidence des effets de
type anxiolytique du blocage des 5-HT6R, avec cependant, un effet plus faible que celui du
diazépam (Geng et al., 2018; Wesotowska et al., 2007; Wesotowska and Jastrzebska-Wiesek,
2011).

Bien que nous observons des effets bénéfiques du traitement sur la sociabilité et la mémoire
de travail, nos résultats semblent indiquer que la modulation seule des 5-HT6R n’est pas
suffisante pour corriger I'ensemble des déficits. Selon la littérature, les effets pro-mnésiants

du blocage de ces récepteurs passerait en partie par une facilitation de la neurotransmission
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cholinergique et glutamatergique (Asselot et al., 2017; Da Silva Costa-Aze et al., 2012; Foley
et al., 2004; Marcos et al., 2008, 2006; Riemer et al., 2003). Cependant, nous avons montré
gue les souris 2-hit présentent un phénotype fonctionnel altéré avec une dérégulation de la
neurotransmission glutamatergique au niveau de I’hippocampe. Nous pouvons donc supposer
qgue les effets seuls d’'un antagoniste 5-HT6R ne sont pas suffisants pour induire des effets
bénéfiques dans ce modele et compenser la dérégulation glutamatergique du modele. Pour
potentialiser les effets du SB-271046, il pourrait étre envisagé de le combiner avec d’autres
traitements comme des neuroleptiques ou des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase. De
maniére intéressante, des études ont testé la combinaison d’antagoniste 5-HT6R (dont le SB-
271046) avec la clozapine, la risperidone ou avec la galantamine (inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase) et ont montré des effets de bénéfiques sur les déficits cognitifs
potentialisées a la suite de la combinaison (Fijat et al., 2014; Marcos et al., 2008; Pouzet et al.,

2002). Les 5-HT6R rendraient plus efficaces les effets de ces traitements.

Une autre explication possible concernant ces différences observées concerne le protocole
d’administration utilisé (dose, durée du traitement et voie d’administration). En effet, nous
avons utilisé une administration sub-chronique avec une injection par jour pendant deux
semaines et nous pouvons supposer que la durée du traitement pharmacologique n’est pas
suffisante pour avoir des effets bénéfiques plus marqués. Tout comme la durée du traitement,
la dose utilisée a été choisie en fonction des données antérieures de notre laboratoire qui
montraient des effets bénéfiques sur la mémoire a la dose de 10 mg/kg (Asselot et al., 2017;
Da Silva Costa-Aze et al.,, 2012, 2011; Quiedeville et al., 2015, 2014). Augmenter la dose
pourrait également étre envisagé mais, il serait alors important de vérifier I'absence d’effets

indésirables.

4.2.2. Les 5-HT6R modulent I'activité synaptique hippocampique : implication du
systeme GABAergique et glutamatergique

Les capacités cognitives sont étroitement dépendantes de la régulation de I'activité

synaptique engendrée au sein des réseaux neuronaux du SNC. Toute intervention

pharmacologique affectant les performances cognitives, comme c’est le cas par le blocage des

5-HT6R, est donc suspectée modifier I'activité neuronale par des mécanismes synaptiques qui

doivent étre déterminés. De ce qui est connu sur la localisation des 5-HT6R, il est rapporté

gu’ils sont présents a la fois sur les neurones GABAergiques, glutamatergiques ainsi qu’en plus
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faible quantité sur les neurones cholinergiques (Codony et al., 2011; de Jong and Mgrk, 2017;
Dupuy et al., 2023; Helboe et al., 2015). Les 5-HT6R ont notamment été colocalisés avec la
GAD67 au niveau des neurones GABAergiques dans diverses régions cérébrales incluant
I’"hippocampe (Woolley et al., 2004). Cette localisation préférentielle suggéere ainsi un role de
ces récepteurs comme modulateur de la balance excitation / inhibition au sein des réseaux
neuronaux. Ainsi, notre hypothése initiale de travail était que le blocage sélectif des 5-HT6R
faciliterait la neurotransmission glutamatergique dans I’hippocampe par le biais d’une
désinhibition des neurones pyramidaux, mécanisme qui permettrait les effets promnésiants
retrouvés dans notre travail ainsi que dans des études antérieures de notre laboratoire

(Asselot et al., 2017; Da Silva Costa-Aze et al., 2012, 2011; Quiedeville et al., 2015, 2014).

Les résultats obtenus dans les études électrophysiologiques, aussi bien chez les individus
males que femelles, montrent que le blocage des 5-HT6R augmente de manieére significative
la transmission synaptique véhiculée par les non-NMDAR du glutamate ainsi que I'activation
basale des NMDAR, sans modifier la libération présynaptique de neurotransmetteur. De
maniére intéressante, la potentialisation des NMDAR est prévenue lorsque les récepteurs
GABAA sont bloqués au préalable par la bicuculline. Ainsi, en accord avec notre hypothése de
travail, la facilitation glutamatergique résulterait indirectement d’une désinhibition des
neurones pyramidaux. Cette conclusion cependant n’est valable que chez les males et n’est
pas retrouvée chez les femelles indiquant un dimorphisme sexuel pour ce mécanisme
synaptique. Chez les femelles, I'action pourrait donc étre « directe » sur les neurones

pyramidaux (Figure 35).
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Figure 35. Possible dimorphisme sexuel du mécanisme d’action des récepteurs 5-HT6R sur la régulation de la
neurotransmission glutamatergique.

Chez les souris males (schéma du haut) le blocage des 5-HT6R induirait une diminution du tonus inhibiteur
GABAergique entrainant une désinhibition de la transmission glutamatergique des neurones pyramidaux. Chez
les souris femelles (schéma du bas), la facilitation de la neurotransmission passerait directement par le blocage
des 5-HT6R présents sur les neurones pyramidaux.

Ce dimorphisme est, a notre connaissance, une donnée originale qui nécessite cependant
d’étre précisée. Il serait important de savoir s’il existe une localisation préférentielle de ces
récepteurs sur les neurones GABAergiques et glutamatergiques en fonction du sexe. Cette
hypothése de dimorphisme va dans le sens d’études cliniques qui mettent en évidence des
différences de sensibilité a des neuroleptiques (comme I'olanzapine), entre les hommes et les
femmes (Crawford and Delisi, 2016; Morozova et al., 2017; Rabinowitz et al., 2014; Seeman,
2020). De maniére intéressante, I'équipe de Morozova et al. (2017) a observé un dimorphisme
sexuel a la suite d’un traitement utilisant un antagoniste 5-HT6R, I'avisetron qui aurait un effet
positif sur les symptomes psychotiques et résiduels uniqguement chez les patientes et pas les

patients atteints de SCZ.

A la suite de cette caractérisation des effets de la modulation synaptique des 5-HT6R
déterminée chez les souris témoins, nous avons voulu savoir ce qu’il en advenait chez les

souris 2-hit. Dans ce modele (comme pour les groupes 1-hit), les modifications d’activité
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synaptique induites par le SB-271046 restent analogues a celles observées chez les animaux
témoins que ce soit pour les individus males que pour les sujets femelles a savoir, une
facilitation de la neurotransmission glutamatergique et de I'activation des NMDAR, sans
atteinte de la libération du glutamate ni de modification de I'expression de la plasticité
hippocampique. Cependant, nous observons une différence marquée apres le blocage des
récepteurs GABAA par la bicuculline. En effet, un accroissement est maintenu chez le groupe
2-hit males contrairement a ce qui se passe chez les animaux témoins suggérant une atteinte
du mécanisme de désinhibition. De maniére intéressante, un résultat similaire est observé
chez les souris 1-hit SR-KO pour lesquelles une diminution du tonus inhibiteur associé a une
baisse de synapses GABAergiques a été reporté (Jami et al., 2021; Ploux et al., 2020). D’autre
part, on constate que le processus de désinhibition induit par le blocage des 5-HT6R n’est pas
affecté chez les souris 1-hit SM qui ne présente pas d’atteinte du tonus inhibiteur. De plus, il
est intéressant de souligner que I'effet potentialisateur « direct » du SB-271046 sur les cellules
pyramidales caractérisé chez les souris témoins femelles n’est pas modifié dans le modeéle 2-

hit (ni dans les modéles 1-hit).

Prises dans leur ensemble, ces données fonctionnelles soulignent toute I'importance du tonus
inhibiteur GABAergique, non seulement pour le bon fonctionnement synaptique des réseaux
de neurones dans les conditions normales mais aussi pour I'efficacité de stratégies

thérapeutiques comme dans le cas d’un traitement par le SB-271046.
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Conclusion et Perspectives

Ce travail de these a permis dans un premier temps de caractériser un nouveau modele animal
de SCZ, a deux facteurs, qui présente un phénotype comportemental intéressant mimant a la
fois des symptomes de type productif et des déficits cognitifs. Les modéles 2-hit permettent de
mieux comprendre les interactions entre des facteurs, de modéliser certains aspects de la
maladie et peuvent constituer une base au développement de modeéles plus complexes comme
des modeles a 3 facteurs (3-hit). Cependant, notre modeéle présente des limites, notamment
le fait que nous ne sommes pas parvenus a observer des symptomes de type déficitaire. Une
amélioration du modele s’avere donc nécessaire, soit par la modification des facteurs déja
utilisés (notamment du protocole de SM) soit par I'ajout d’un autre facteur environnemental
tardif (agent pharmacologique par exemple). Toutefois, I'ajout d’un 3°™¢ facteur peut étre
compliqué a mettre en place au niveau expérimental, en augmentant le nombre de groupes et
d’animaux nécessaires mais, également dans la réalisation des différents protocoles et dans
I'interprétation des résultats obtenus. Néanmoins, ces modéles multifactoriels peuvent étre
utiles dans I’évaluation de nouvelles cibles thérapeutiques comme |'évaluation des effets
bénéfiques des 5-HT6ER, cible thérapeutique ayant déja montré un intérét dans le cas de la
maladie d’Alzheimer. Ainsi, ce travail de thése a permis dans un second temps de montrer

I'intérét de viser les 5-HT6R dans le cadre de la SCZ.

Une des questions que I'on pourrait se poser a l'issue de ce travail serait de savoir si des ligands
5-HT6R pourraient étre utilisés comme neuroleptiques a part entiere. Au vu des effets des
antagonistes actuellement utilisés en recherches pré-cliniques incluant ceux que nous avons
obtenus ici, il parait peu probable que ces ligands soient utilisables directement comme
traitement pour les patients atteints de SCZ. Certaines études ont de plus comparé |'efficacité
d’antagonistes 5-HT6R associés avec des neuroleptiques (clozapine, rispéridone), sans montrer
d’effet marquant pour les ligands 5-HT6R (Fijat et al., 2014; Pouzet et al., 2002). Ainsi, ces agents
pharmacologiques pourraient donc davantage étre considérés comme traitement adjuvant, en
complément d’un neuroleptique (Fijat et al., 2014; Li et al., 2007) mais, également comme choix
dans le développement de médicaments multi-cibles (Ripke et al., 2014; Stepnicki et al., 2021;
Wieckowska et al., 2016; Zajdel et al., 2018). Une prochaine étape a ce travail de these serait
donc de combiner I'emploi d’antagoniste 5-HT6R avec des neuroleptiques pour voir si la

combinaison des deux traitements aurait davantage d’effets bénéfiques sur le modeéle.
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Annexe 1. Exemple de résultats attendus pour le génotypage.
MDT : marqueur de taille

WT : 910 pB
KO : 620 pB
1000 pB
600 pB
300 pB

Migration 100V 25min
Gel1,5%
Dépdt 5Sul échantillon

Tailles attendues :
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Annexe 2. Mesure de la vision des souris a I'aide du dispositif d’acuité visuelle (hal-

04216508v2)

Behavioral assessment of visual acuity
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Introduction

Most behavioral tests used to assess cognitive functions
(touchscreen, object recognition...) in animal models,
require normal vision functioning. However, vision which
could be affected by genetic alteration or brain insult, is
rarely assessed, possibly leading to misinterpretation.

We are currently studying a new animal model of
schizophrenia constructed on the combination of two
factors (2-hit) : a genetic factor (deletion of serine
racemase altered glutamate transmission) and an
environmental factor (maternal separation for 24h at
post-natal day 9, early stress). Serine racemase
synthesizes the NMDA receptor co-agonist, D-serine and
is present not only in the brain but also in the retina
(Stevens et al., 2003). Its absence in SRKO mice could
disturb vision development. Moreover, the second
factor, maternal separation, would have long-term
effects on visual functions and the retina (Grigoruta et

Methods

Virtual optomotor system

-mm

Wi

Computer
monvtor

Mior

Computer
monitor

Speed: 12 °/s

Contrast:

100%

0.1cycle/deg

Direction:

clackwise

03 cyclefdeg
Frequency

counter-clackwise

Ml

0.5 cycle/deg.

IiEEEENIENENENZBR
A

optomotor
response

Optomotor response: head movement in the direction of the movement of vertical
black and white bars, without body moving.

Visual acuity threshold: the highest frequency (cycle/deg) where the optomotor

movement is visible

Longitudinal experiment to follow the evolution of visual acuity.

al., 2020).

Based on virtual optomotor system of Prusky et al.
(2000), our aim was herein to do a longitudinal checking
of optomotor response development between 4 and 10

weeks of age in 2-hit mice.

Results

At 4 weeks of age, mice usually
have a minimal visual acuity
threshold of >0.1cycle/deg
(Prusky et al. 2000)

Male Female
2 C <0cycleldeg
B B >0.1cycleldeg

Maximal visual acuity is normally reached during mouse's 6 weeks (Prusky et al. 2000)

Male

Female

OdV> 7
¥ 1" 1" J&

Number of mice that validated the criterion. Control male and female mice predominantly
validated the criterion at 4 weeks, as do the SRKO male and female and MS female groups.
However, in the 2-hit male and female groups, only one mouse passed the criterion.

PNDO  PND9 4wecks 7 weeks 10weeks
I I I
1 I T I —>
€578l Maternal i * * kK% * *
SRKO  separation
21k

MS  2-h
765 ¢5

Y Visual acuity test
Control SRKO
2345 5.5

it
35

2-hit

=" Serine racemase
5 knockout (SRKO)

Maternal separation

(Vs)

SRKO

« Clockuise
+ Caunter-clockwise

Control

C 3

Longitudinal tracking of visual
acuity in male mice.

In both control, SRKO and MS
male mice an increase of visual
acuity is observed until the
maximal acuity at 6 weeks.
After 7 weeks a decrease of
visual capacity is found. For
the  2-hit  group, no
improvement of visual acuity is
found.

Med an +/- inerquartile range

Comparaison of the visual acuity at 6 weeks. The maximal visual acuity for male control and M$ mice
in both clockwise and counter-clockwise directions is around 0.35 cycle/deg corresponding at the
normal vision in adult mice. SRKO female and male mice are a maximal visual acuity of 0.3 cycle/deg.
In contrast control and MS female mice have a maximal visual acuity of 0.2 cycle/deg. The 2-hit male
and female mice, in both directions, seem to have a deleterious visual acuity (about 0.1 cycle/deg for
male mice in clockwise direction and 0.2 cycle/deg in counter-clockwise and lower than 0.1 cycle/deg

for female 2-hit mice in both directions).

Conclusion

g Clockwise 3 Counter clockwise et M

346 o Mie = Female 3 06 o Mae = Female

Q 0.4 e T o D 04 e & i Longitudinal tracking of visual
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© © . L s ! ;

% 0.2 -1— l _T. ® 0.2 no improvement of the visual
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group, no improvement of
visual acuity is found.

ANOVA: difference between mele and female
No cifference betwesn groups

Wedian /- interquartile range

The optomotor test was used to monitor the visual acuity of juvenile 2-hit mice. The results suggest that the combination of
genetic and environmental factors has an impact on visual acuity. It will therefore be important to adapt the behavioral tests
to be used to assess cognitive processes and avoid misinterpretation of measurements.

Prusky GT et al. “Behavioral assessent of visual acuity in mice and rats.” Vision researci vol. 40,16 (2000): 2201-9. doi:10.1016/50042-6989{00}00081 x
Gustafson EC et al. “Endogenous D-serine cortributes to NIVIDA-receptor-mediated light-evoked responses in the vertebrate retina.” Journal of neurophysiology vol. 98,1 {2007); 122-30. doi:10.1152/jn.00057.2006
Grigoruta M et 21, “Maternal separat or induces retinal and peripheral blood mononuclear cell alterations across the lifespan of female rats.” Brain research vol. 1749 (2020): 14/117. doi:10.1016/) brainres. 2020147117
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Annexe 3. Effet du blocage des 5-HT6R sur I’activation des récepteurs NMDA dans le
modele 2-hit (hal-04216528)

EFFECT OF 5-HT.-R BLOCKADE ON NMDA ACTIVATION #
IN AN INNOVATIVE ANIMAL MODEL OF SCHIZOPHRENIA ™
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Memory impairments belong to symptoms of schizophrenia which
are not alleviated by antipsychotic drugs

-> Serotoninergic subtype 6 receptors (5-HT6-R) are an interesting

target to improve current treatment:
* localized in regions involved in schizophrenia such as hippocampus

* reverse memory deficit by selective blockade (SB-271046) [11

AIMS

Assess memory deficit in a 2-hit model and investigate
the effect of a 5-HT6-R antagonist (SB-271046) on basal
NMDA-R activation

2-hit mouse model

Serine racemase deletion X Maternal separation (MS)
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TAKE HOME MESSAGE

The combination between genetic x environmental factor
induces working memory deficit in 2-hit male mice. This is not
accompanied with deficit in basal NMDA-R activation in 2-hit
male mice.

We are now investigating the expression of synaptic plasticity
(long term potentiation, LTP) which requires more intense
NMDA-R activation, along with other memory functions
(object/place discrimination).

5-HT6-R antagonist SB-271046 whatever the dose increases
NMDA-R activation in all groups. This increase could prevent
working memory deficits and possible LTP dysregulation in 2-hit
mice.
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Annexe 4. Effet du blocage des 5-HT6R sur le modéle 2-hit (hal-04216519)
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Efficacy of a selective 5-HT6R antagonist in an innovative 2-hit mouse model of schizophrenia
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Schizophrenia Aim: to characterize the efficacy of pharmacological modulation of 5-HT6R

* Etiology: still unknown but possibly genetic x environmental factors in a new mouse model of schizophrenia
* Antipsychotic drugs improve positive symptoms (delirium, hallucination) but not negative symptoms (avolition,
anhedonia, social withdrawal...) and cognitive deficits (memory impairment...)

» New therapeutic targets need to be tested in animals to improve negative and cognitive symptoms

2-hit mouse model
Environmental factor
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Diserne \
|

NMDA-R hypofunction

Genetic factor

Serine racemase deletion (SRKO) X Maternal separation (MS) PND9-24h ; ,

Targets Serotoninerlc subtype Birecentors (> HTGR) Altered glutamate transmission Early stress

* 5-HT6R expressed in the brain regions involved in schizophrenia such as hippocampus
* Blockade of 5-HT6R reverses memory deficit in aged mice

* SB-271046 is the most selective 5-HT6R antagonist

» Blockade of 5-HT6 receptors a promising strategy to improve memory deficits

N-methyl-D-aspartate subtype of glutamate receptors (NMDA-R)

* Key regulators of memory processes
* Crucial role in the physiopathology of schizophrenia
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Annexe 5. Effet du blocage des 5-HT6R sur la plasticité synaptique hippocampique (hal-04216532)
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Abstract



Stratégie de traitement visant les récepteurs 5-HT6

dans un modéle animal de schizophrénie innovant
Résumé

La schizophrénie (SCZ) est une maladie mentale multifactorielle qui entraine des répercussions souvent dramatiques
sur la vie personnelle et professionnelle des patients. Si au moins un tiers des patients atteints de SCZ connaft une
rémission des symptomes, d’autres les voient persister, voire s’aggraver au fil du temps. Afin d’améliorer les
traitements actuels et de tester de nouvelles cibles thérapeutiques de la maladie, une amélioration des modeles
animaux est primordiale et doit se rapprocher de son étiologie complexe. Nous avons ici développé un nouveau
modele animal multifactoriel qui associe chez la souris un facteur génétique (1°" hit, délétion du gene de la sérine
racémase) avec un stress environnemental précoce (2°™ hit, séparation maternelle de 24h au 9™ jour de vie). Notre
étude comportementale montre que l'interaction des deux facteurs permet de générer des symptomes de type
productif ainsi que des déficits cognitifs, présents dans la SCZ. Une étude électrophysiologique ex-vivo paralléle ne
révele pas en revanche de physiopathologie spécifique de I'activité fonctionnelle du champ CA1 de I'hippocampe
dans ce modele. Nous avons ensuite testé I'efficacité du blocage des récepteurs a la sérotonine de type 6 (5-HT6R)
par un antagoniste sélectif, le SB-271046. Ce blocage induit des effets bénéfiques sur les déficits cognitifs, notamment
mnésiques, et améliore les déficits de mémoire de travail et de sociabilité chez les souris 2-hit. L'étude
électrophysiologique montre que I'antagonisme des 5-HT6R facilite la neurotransmission glutamatergique par deux
mécanismes distincts selon le sexe : une activation indirecte des neurones pyramidaux chez les individus males par
un mécanisme de désinhibition GABAergique et une activation directe des neurones pyramidaux chez les sujets
femelles. Chez les souris 2-hit, seul le mécanisme de désinhibition des neurones pyramidaux induit chez les males
par le blocage des 5-HT6R est altéré.

Ce travail de thése montre l'intérét de développer des modéles multifactoriels de SCZ pour mieux cerner les
interactions pouvant exister entre différents facteurs de risque de la maladie. Il montre également des limites pour
considérer les 5-HT6R comme une cible thérapeutique dans le traitement de certains déficits associés a la SCZ, mais
suggere plutot son utilité comme traitement complémentaire associé aux neuroleptiques.

Mot clés : schizophrénie, modéle animal multifactoriel, sérotonine, mémoire, comportement, électrophysiologie,
GABA, glutamate.

Abstract

Schizophrenia (SCZ) is a multifactorial mental disease which has repercussions on patients' personal and professional
lives. While at least 1/3 of patients with SCZ present a remission of symptoms, other patients display persistent or
even an aggravation of symptoms over time. To improve current treatments by testing new therapeutic targets,
animal models need to be improved to get closer to the etiology of SCZ. We have developed a new multifactorial
model which combines in mouse a genetic factor (1% hit, deletion of the serine racemase gene) with an early
environmental stress (2" hit, maternal separation for 24h on postnatal day 9). Our behavioral study showed that the
interaction between the two factors in 2-hit mice leads to productive-like symptoms and cognitive deficits, observed
in SCZ. However, the ex-vivo electrophysiological study reveals no specific pathophysiology of the functional activity
of the hippocampal CA1 field in this model. Then, we tested the efficacy of blockade of serotonin subtype 6 receptors
(5-HT6R) with a selective antagonist, SB-271046. This blockade induces beneficial effects on cognitive deficits,
particularly memory, by improving working memory and sociability deficits in 2-hit mice. Electrophysiological studies
show that 5-HT6R antagonism facilitates glutamatergic neurotransmission by two distinct sex-dependent
mechanisms: an indirect activation of pyramidal neurons in males via a blockade of GABAergic inhibition, and a direct
activation of pyramidal neurons in females. In 2-hit mice, only the disinhibition mechanism of pyramidal neurons
induced in males by 5-HT6R blockade is altered.

This thesis shows the interest of developing multifactorial models to get closer to the complex etiology of SCZ. It also
shows the potential of 5-HT6R to treat several SCZ-related deficits, which are currently untreated, and suggests that
it could be a useful adjunct treatment to neuroleptics.

Key words: schizophrenia, multifactorial animal model, serotonin, memory, behavior, electrophysiology, GABA,
glutamate.
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