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RESUME:

EFFET DE LA STIMULATION ELECTROCONVULSIVE SUR LA NEUROGENESE
ADULTE HIPPOCAMPIQUE SUR LE MODELE ANIMAL DE DEPRESSION CORT

Introduction: L’¢lectroconvulsivothérapie (ECT) a montré son efficacité ainsi que sa
rapidit¢ d’action, particuliérement dans les cas de dépression sévere ou résistante.
Néanmoins ce traitement reste méconnu quant aux mécanismes biologiques qui sous-
tendent son efficacité. L’utilisation d’une technique modifiée pour 1’animal, la stimulation
electroconvulsive (ECS), permet d’étudier ces mécanismes en 1’appliquant a des modeles
animaux de dépression comme 1’utilisation répétée de corticoides (modele CORT). Les
ECS sont capables de stimuler la neurogenese hippocampique et plus particulierement la
prolifération des progéniteurs neuronaux, mais ces progéniteurs ne sont pas liés
directement a I’amélioration comportementale qui peut étre observée des la fin de la cure,
comme chez ’homme, puisqu’il faut quatre semaines a ces progéniteurs pour s’intégrer au
réseau. Notre objectif est d’étudier I’effet des ECS sur la population des nouveaux
neurones présents au moment de la cure sur le modele de dépression CORT.

Méthode : 21 males C57BI6 ont regu un traitement par corticoides (35 pug/ml/j) via ’eau
de boisson sur une durée totale de 8 semaines. A la quatriéme semaine de traitement elles
ont recu 4 injections d’EdU (1 par jour pendant 4 jours). 11 souris ont bénéficié d’une cure
d’ECS (10 séances au total sur 15jours), les autres constituant le groupe contréle (SHAM).
Juste a la fin de la cure nous avons réalisé la révélation du marquage EdU qui a permis de
comptabiliser, en aveugle, le nombre de nouveaux neurones présents dans la couche
granulaire du gyrus denté de 1’hippocampe.

Résultats : L’analyse des coupes hippocampiques a montré une augmentation significative
du nombre de nouveaux neurones par hippocampe juste apres la fin de la cure dans le
groupe traité par ECS (médiane: 676 ; min-max : 478-826) par rapport au groupe SHAM
(médiane: 285 ; min-max : 236-368) avec une différence p<0.0/ (Unilateral Mann-
Whitney test).

Conclusion : Les ECS améliorent la survie des nouveaux neurones présents pendant la
réalisation de la cure, indépendamment d’un effet sur la prolifération des progéniteurs. Les
effets bénéfiques comportementaux précoces obtenus sous ECS, pourraient ainsi étre liés a

une augmentation de la survie des nouveaux neurones générés spontanément.

Mots Clefs : Stimulation électro-convulsive ; corticosterone; dépression ; neurogénese

adulte hippocampique ; CORT.
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ABSTRACT :

EFFECT OF ELECTROCONVULSIVE STIMULATION ON ADULT
HIPPOCAMPAL NEUROGENESIS ON A NEUROENDOCRINE MODEL OF
DEPRESSION

Introduction : In Major depressive disorder, the electroconvulsive therapy (ECT) is
recognized as an effective treatment to face drug-resistance or severe major depression.
Although the therapeutic efficacy of ECT is internationally recognized, the neurobiological
mechanisms underlying the curative action of ECT remain incompletely understood. Direct
access of specific markers in human is not easy, prompting the development of the animal
counterpart of ECT, the electro convulsive stimulations (ECS). ECS increases hippocampal
progenitor proliferation but these new progenitors have yet to be directly linked to
behavioral improvement, because they need 4 weeks to integrate the network.

The objective of this project was to analyze the biological effects of ECS treatment on the
newborn neuron present before ECS treatment, in a neuroendocrine model of depression,
the CORT model.

Method : 21 mice received corticosterone treatment (35 pg/ml/d) in the drinking water
during 8 weeks. 11 mice have been treated by ECS (10 stimulations under anesthesia, over
2 weeks), while the remainder formed a control group (SHAM). To study post-ECS
newborn neurons, mice were injected with EAU (50 mg/kg) once daily for 4 days, 2 weeks
before starting the ECS treatment.

Results : The number of EdU-positive cells per hippocamp, corresponding to the set of
newborn neurons, is significantly higher in the ECS group (median : 676 ; min-max : 478-
826) than in the SHAM group (median : 285 ; min-max : 236-368) with p<0,01 (Unilateral
Mann-Whitney test).

Conclusion : Our work provide evidence that ECS treatment, when applied to CORT mice,
increases the survival of hippocampal new-born neurons. Beneficial effect on behavioral
traits could be linked to increased survival of neurons present before ECS treatment rather

than to the increased number of progenitors following ECS.

Key words: Electroconvulsive stimulation; neuroendocrine model; corticosterone;

depression; adult hippocampal neurogenesis; CORT.
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INTRODUCTION :

L'Electroconvulsivothérapie (ECT), utilisée majoritairement dans les cas de
dépression sévere ou résistante, présente une efficacité et une rapidité d'action bien
supérieures aux antidépresseurs médicamenteux (ANAES 1998; Nobler et al. 1997).
Néanmoins, malgré plusieurs dizaines d'années d'utilisation, les mécanismes d'action sous-
tendant l'effet antidépresseur de cette thérapeutique demeurent inexpliqués. Le modele
animal mis au point (ECS pour Stimulation ElectroConvulsive) pour mieux étudier ce
traitement apporte des ¢léments de compréhension. Les travaux de Schloesser (Schloesser
et al.,2015) ont confirmé l'implication de la neurogenése adulte hippocampique, en accord
avec la théorie neurogénique/neurotrophique. S'il est clair que les effets bénéfiques des
ECS passent par une action sur la neurogenése adulte hippocampique, notamment par la
stimulation des progéniteurs, cela n'explique cependant pas complétement la cinétique

d'action de ce traitement.

Cette ¢tude s'inscrit dans un projet de recherche conduit depuis plusieurs années par
I'Equipe 1 d'Annie ANDRIEUX de I'Institut des Neurosciences de Grenoble, sur les effets
a court et long terme de la stimulation électroconvulsive. Initialement axée sur un modele
particulier de souris, les souris MAP6KO, les résultats obtenus ont permis d'impliquer les
nouveaux neurones comme médiateurs de l'action rapide des ECS. Nous cherchons
désormais a reproduire ces résultats dans des modeles animaux plus spécifiques de la
dépression. L'hypothese principale de ce projet est que l'action comportementale précoce
observée sous ECS, et également sous ECT chez 'Homme, serait sous-tendue par une
augmentation de la survie des nouveaux neurones générés spontanément.

Dans cette optique, nous présentons ici une étude réalisée sur un modele animal de

dépression, le modele CORT, également utilis¢ dans les travaux de Schloesser et al. Mais
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avant tout, nous aborderons différentes notions primordiales pour la compréhension de la
théorie neurogénique/ neurotrophique des ECT/ECS.

Nous définirons ainsi en premier lieu la dépression et ses hypothéses étiologiques,
puis nous aborderons 1'¢lectroconvulsivothérapie et son modeéle animal, les ECS. Enfin,
aprés avoir détaillé les différentes étapes de la neurogenése adulte hippocampique, nous
nous focaliserons sur les mécanismes d'action des ECS a travers la théorie

neurogénique/neurotrophique.

A) La dépression :

1.  Epidémiologie

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), les troubles mentaux sont
responsables d’une part majeure de la morbidité dans le monde. L’OMS estime que 25%
de la population mondiale est concernée a un moment ou un autre de sa vie par un trouble
mental. Chaque année, plus de 350 millions de personnes souffrent de dépression dans le
monde et seuls 25% d'entre elles peuvent avoir acces a des traitements efficaces. Cela en

fait donc un véritable probléme de santé publique.

La dépression se situe au quatrieme rang des maladies en termes de colit financier
par maladie. Selon les prévisions, en 2020, ce trouble se situera a la seconde place parmi
les différentes maladies, quels que soient 1'dge et le sexe. Le suicide en est l'issue la plus

tragique. On compte chaque année au niveau mondial 800 000 morts par suicide.
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2. L’épisode dépressif caractérisé

En psychiatrie, le diagnostic de 1'épisode dépressif caractérisé se base sur une
approche catégorielle comme dans la CIM-10 (Classification Internationale des Maladies
selon ’OMS) ou le DSM-5 (Manuel Diagnostic et Statistiques des troubles mentaux,
classification de 1’American Psychiatric Association). Ce dernier regroupe pour cette
pathologie deux symptomes majeurs : la tristesse de I'humeur et I'anhédonie. Ces derniers
doivent étre associés a d'autres symptomes comme l'aboulie, une asthénie, des troubles
psychomoteurs, l'atteinte des fonctions instinctuelles : orexie, sommeil, libido, ou encore
des idées de mort. Ces symptdmes doivent étre présents pendant au moins quinze jours.

Bien que ce soit une pathologie trés courante, la dépression n'en demeure pas
moins grave car il a été établi qu’en 1’absence de traitement, 15% des patients succombent
a la suite d’un suicide, et qu’entre 60% et 80% des suicides sont le fait d’individus
fortement dépressifs (Mann, 2003).

Les patients rétablis a la suite d’un premier épisode dépressif présentent un risque
de récidive dans les six mois évalué a 50% en cas d’arrét du traitement (Frank et al., 1990)
(Figure 1). On considére que la résistance médicamenteuse, caractérisée par une absence
de rémission symptomatique apres le recours a deux essais successifs d'antidépresseurs de
classe pharmacologique différente, bien conduits en termes de posologie et de durée,
concerne au moins 15 a 30 % des épisodes dépressifs (Thase ME et al., 2011). La

dépression est donc une maladie grave et difficile a traiter.
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Figure 1: Evolution et phases d'un épisode dépressif. D'aprés Kupfer et al. 1991

3.  Physiopathologie de la dépression

A ce jour, différentes hypotheses ont ét¢ formulées quant a I'étiologie de la

dépression. Loin de s'opposer, ces différentes hypothéses semblent plutot s'intriquer.

L'hypothése monoaminergique :

C'est la théorie la plus ancienne concernant les étiologies possibles de la dépression.

Elle énonce que la dépression serait liée au dysfonctionnement du systéme de

neurotransmetteurs mono-aminergiques (sérotonine, noradrénaline et dopamine),

entrainant une diminution de ces neurotransmetteurs au niveau extracellulaire et une
neurotransmission cérébrale altérée (Hirschfeld et al. 2000). Il faut cependant noter que
plusieurs études sont venues apporter des limites a cette théorie, en démontrant que

I’hypothése monoaminergique, a elle seule, ne peut entierement expliquer 1’étiologie de la

dépression (Duman et al. 1997).
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. Role des facteurs génétiques et de l'environnement :

D'un point de vue génétique, différentes études ont démontré une implication de
certains genes dans la dépression, notamment en étudiant des familles avec plusieurs cas
de trouble de I'humeur. Cependant cette pathologie ne résulte pas de la dérégulation d'un
seul geéne, mais plutét d'un ensemble de facteurs génétiques (Kendler et al. 1999).
D’ailleurs, il a été constaté une part d'héritabilité génétique plus importante, dans les cas de
dépression sévere, précoce ou atypique (Fava and Kendler, 2000; Gilbertson et al. 2002).

De plus, il existe également une part importante liée a l'interaction géne-
environnement, définie par un effet du génotype sur le risque d'expression d'une maladie
qui peut étre différent selon 1'exposition des sujets aux facteurs environnementaux. Dans
une étude réalisée par Caspi et al. en 2003, il est fait I’hypothése qu'un polymorphisme
fonctionnel situé dans le promoteur du géne codant pour le transporteur de la sérotonine
(SHTTLPR) pouvait moduler I’impact des événements de vie stressants sur la vulnérabilité

a la dépression.

. La dérégulation du systeme HPA :

Le systeme hypothalamo-hypophysaire et surrénalien, ou axe hypothalamo-
hypophysaire (HPA) est le systtme de la réponse au stress. Il comprend différentes
structures qui interagissent entre elles et qui exercent également un rétrocontrole (cf.
Figure 2). Les patients atteints de dépression présentent une hyperactivité de cet axe, et un
défaut de rétrocontrole inhibiteur, induisant un niveau élevé de glucocorticoides circulants
(Reus et al., 1985; Barden et al., 1995; Wong et al., 2000; Carroll et al., 2007). Néanmoins,
ces anomalies de I'axe HPA ne concerneraient qu'une partie des patients (Stetler and Miller

2011).
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Figure 2 : Le systéme hypothalamo-hypophysaire et surrénalien.

Les neurones a Cortico Releasing Factor (CRF) du Noyau Para Ventriculaire (PVN)
intégrent l'information liée au stress. Les entrées neuronales intégrent également les
afférences excitatrices de I'amygdale et inhibitrices de 1'hippocampe. Le CRF est alors
libéré par ces neurones dans le systtme hypophysaire et agit sur des récepteurs de
I'hypophyse antérieure. Leur activation entraine la libération d'adrénocorticotrophine
(ACTH). Elle gagne le cortex surrénalien par le systéme sanguin ou elle stimule la
libération de glucocorticoides. Il y a alors un rétrocontrole sur la synthese et la libération
de CRF et d'ACTH directement au niveau de I'hypothalamus et de I'hypophyse, mais
également de fagon plus large au niveau cortico-limbique (hippocampe, cortex préfrontal,
amygdale). De cette maniere, les glucocorticoides peuvent inhiber leur propre synthese.
Dans les cas de dépression, il est fréquemment retrouvé des taux ¢levés de
glucocortocoides qui peuvent affaiblir et endommager les systémes de régulation. Il est
également reconnu qu’un exces de glucocorticoides exerce un effet neurotoxique (Nestler

et al., 2002a).

. Implication du systeme immunitaire :
Une autre hypotheése a émergé ces vingt derniéres années : 1’hypothése immuno-
inflammatoire. Elle suggére qu’une augmentation des taux de cytokines pro-

inflammatoires, et une diminution des cytokines anti-inflammatoires, ainsi que I’activation
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des cellules de I'immunité seraient associées a la pathogenése de la dépression. Les
premiers travaux établissant un lien entre la dépression et 1’activation des cellules T ont été
publiés en 1990 (Maes et al. 1997). Depuis, plusieurs études ont confirmé cette observation
en montrant notamment une augmentation du taux périphérique de cytokines pro-
inflammatoires chez des patients dépressifs (Dowlati et al. 2010). Des processus
inflammatoires et des interactions entre les systémes neurologique et immunitaire seraient

ainsi impliqués dans le développement de la dépression.

. La théorie neurogénique/ neurotrophique :

Dans les années 2000, une autre hypothése a été émise quant a la physiopathologie
de la dépression lors d'études sur les cellules nerveuses. Cette hypothese fait intervenir le
processus de neurogenéese dans le déclenchement ou le traitement de cette pathologie. Cette
théorie a été émise devant des altérations du volume hippocampique chez les patients
déprimés (Campbell and MacQueen, 2006; Konarski et al. 2008), évoquant une altération
de la neurogenése adulte hippocampique dans la dépression devant une diminution des
gyrus dentés (Boldrini M et al. 2013 ; Huang Y et al. 2013 ; Wang Z et al. 2010). Les
neurotrophines, dont le Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), sont d’importants
régulateurs de D’activité neuronale, impliqués aussi bien dans la différenciation des
neurones que dans la survie ou la maturation neuronale. Des études post-mortem ont
montré une diminution des quantités de BDNF dans 1’hippocampe (Dwivedi et al. 2003), le
cortex cingulaire (Tripp et al. 2012) ou I’amygdale (Guilloux et al. 2012) chez des patients
dépressifs. Ces anomalies sont également retrouvées dans les modeles animaux de
dépression avec une atteinte de la neurogenese hippocampique aprés un stress chronique
(Pham K et al., 2003 ; Lee KJ et al , 2006 ; , Van Bokhoven et al. 2001) mais également
ceux utilisant I'administration de corticostérone (Cameron HA et al. 1994).

Chez les patients recevant un traitement antidépresseur, les observations post-

mortem montrent une augmentation de la neurogenese (Boldrini et al. 2013) et du BDNF
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dans I’hippocampe (Chen et al. 2001). Cette augmentation de BDNF se retrouve également
au niveau plasmatique (pour revue : Molendijk et al. 2014). Cette théorie est parmi les plus

étudiées ces derniéres années.

B) L'électroconvulsivothérapie :

1. Indications :

L’¢électroconvulsivothérapie (ECT) est utilisée comme traitement antidépresseur
depuis plusieurs dizaines d’années. Malgré une image souvent éloignée de la réalité aupres
du public et parfois méme des médecins, ’ECT est I'un des traitements les plus
performants dont disposent les psychiatres pour soigner la dépression. Apres de
nombreuses recherches, les mécanismes d’action qui sous-tendent cet effet antidépresseur,
au niveau cellulaire ou moléculaire, restent encore mal connus.

L’¢lectroconvulsivothérapie, a été initialement développée dans les années 1930,
pour le traitement des maladies mentales par Cerletti et Bini. Le caractére impressionnant
des crises convulsives générées, et les accidents traumatiques sérieux qui pouvaient étre
induits ont contribué a la mauvaise image de cette thérapie. Aprés une diminution jusqu’a
I’arrét de son utilisation durant vingt ans, liée a l'avénement des psychotropes et le
mouvement d'antipsychiatrie, ’ECT revient dans les années 1980 parmi les options de
traitement des pathologies psychiatriques, avec une application préférentielle pour les états
dépressifs majeurs (Vanelle et al., 2008). Depuis, de nombreuses améliorations ont été
apportées dont le recours a l'anesthésie générale et au curare, le développement de
directives d’utilisation, de recommandations et de modalités d’application des ECT,
I'amélioration des prametres de stimulation, ainsi que 1’abandon du terme électrochoc

(ANAES 1998).
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L’ECT peut étre utilisée en premiere intention dans les dépressions séveres, ou lorsque la
prise d’agents pharmacologiques n’est pas compatible avec 1’état de santé du patient avec
une efficacité supérieure a 80 %. Celle-ci atteint les 60% lorsque les ECT sont utilisés en
seconde intention dans les dépressions résistantes (ANAES 1998, Loo et al., 2010). La
définition de la dépression résistante est assez variable dans la littérature. Néanmoins, on
retient de fagon assez consensuelle qu'elle est caractérisée par une absence de rémission
symptomatique apres le recours a deux essais successifs d'antidépresseurs de classe
pharmacologique différente, bien conduits en termes de posologie et de durée tout en
s'assurant d'une observance de qualité (au moins 80 % du traitement pris sur la période
considérée), (Rush AJ et al., 2011). L’ECT peut également étre utilisée pour les syndromes
catatoniques (présents dans les états dépressifs séveres et la schizophrénie), pour la
schizophrénie résistante aux agents pharmacologiques, et pour les épisodes maniaques
(définis par des épisodes d’excitations pathologiques survenant au cours de 1’évolution
d’un trouble bipolaire).

Outre son efficacité remarquable, il est important de préciser sa rapidité d'action,
puisque 1'on peut observer des améliorations cliniques dés la premicre séance alors que les
antidépresseurs médicamenteux mettent généralement plusieurs semaines pour commencer

a faire effet.

2. Modalités

Une séance d’ECT consiste a appliquer un courant €lectrique, par I’intermédiaire
d’¢lectrodes sur le scalp du patient, afin d’effectuer une stimulation cérébrale focale. Cette
derniere géneére de fagon collatérale une crise convulsive généralisée. Deux types de
positionnements principaux peuvent étre réalis€s : en bitemporal ou en unilatéral. La crise
induite par I’ECT se caractérise par la durée de la réponse neuronale a
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I’electroencéphalographie et la charge totale de courant électrique (intensité, durée,
fréquence, pulse) délivré. Une crise thérapeutique dure en moyenne 20 secondes. Afin
d’avoir une réponse optimale, I’intensit¢ du stimulus doit étre au moins deux fois
supérieure au seuil épileptogéne en bilatéral, six fois en unilatéral (Szekely et al, 2012).
Les séances d’ECT sont répétées sur plusieurs semaines sous forme de cure (en moyenne 2
a 3 séances par semaine, pour un total de 6 a 12 séances ; NICE 2003), le nombre de
séances est dépendant de chaque patient et fonction de la réponse au traitement.

Lors de la stimulation, les effets indésirables cardio-circulatoires et cérébraux sont
les plus importants avec des variations plus ou moins importantes du rythme cardiaque et
de la pression artérielle. Au niveau cérébral, il est observé une vasoconstriction initiale,
suivie d’une vasodilatation. D’autres effets secondaires peuvent étre observés au décours
de la crise tonico-clonique, a savoir des céphalées, des nausées, une amnésie transitoire, un
état confusionnel, qui disparaissent rapidement aprés la séance d’ECT. Des troubles
mnésiques plus importants peuvent étre observés, avec une amnésie rétrograde et/ou
antérograde. Le plus souvent ces troubles ne persistent pas. L’ECT n’induit pas de 1ésions
cérébrales visibles avec les techniques disponibles aujourd’hui (Dwork et al. 2009).

La nécessité d'un traitement de consolidation s'impose dans les suites d'un
traitement par ECT, en raison du taux élevé (estimé dans la littérature entre 35 et 80 %) de
rechutes dépressives dans l'année suivant la fin des séances d'ECT, de la méme fagon que

pour les antidépresseurs (Sackeim et al. 2001).

Malgré I’efficacité reconnue de cette thérapie, les mécanismes biologiques sous
tendant les effets thérapeutiques restent mal connus. La méconnaissance des modalités
d’action et la mauvaise image de I’ECT discréditent cette thérapie, autant chez les
praticiens que chez les patients. L’identification des mécanismes d’action des ECT,
pourrait permettre de réduire ses effets secondaires, d'améliorer son efficacité et son image

et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Les techniques d’imagerie cérébrales
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(IRM anatomique, IRM fonctionnelle, Imagerie par tenseur de diffusion ou DTI,
Tomographie par Emission de Positrons ou TEP, spectroscopie par résonance magnétique)
ont dans un premier temps permis d’étudier certains effets de I’ECT (Holtzmann, 2012).
Cependant le manque d’accessibilité a certains parameétres biologiques a nécessité 1’étude

des effets des ECT chez les animaux.

3. Les ECS, modéle animal des ECT

Comme chez ’Homme, la Stimulation Electroconvulsive (ou ECS) consiste a
appliquer, sous anesthésie, des stimulations ¢électriques induisant des crises convulsives
tonico-cloniques par l'intermédiaire d'¢lectrodes placées sur les oreilles. La premicre phase
dite tonique, est une contraction musculaire tonique (sans mouvement répété), a laquelle
s’ajoute une deuxieme phase dite clonique, caractérisée par des mouvements répétés. Dans
un premier temps, les études ont été réalisées avec 1’administration d’une a trois
stimulations répétées. Puis différents protocoles ont ét¢ mis en place pour étre au plus
proche des protocoles réalisés chez I’Homme, avec un mode d’administration sous forme
de cure d’ECS (une séance quotidienne répétée sur deux a trois semaines). Cependant, il
n’y a aucun consensus quant au protocole a adopter chez les animaux. Le nombre peut
varier de 5 a 12 stimulations au total, répétées tous les jours ou un jour sur deux, avec
cependant toujours une seule stimulation quotidienne. La plupart des cures ECS durent en

moyenne 15 jours (Scott et al., 2000; Wennstrom et al., 2003; Hellsten et al., 2004).
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4.  Les modéles animaux utilisés pour les ECS

Le développement de modeles animaux pour 1’étude des troubles
neuropsychiatriques représente un défi majeur (Krishnan and Nestler, 2011). Ces mode¢les
sont nécessaires pour comprendre la physiopathologie de ces maladies et pour développer
des traitements basés sur de nouvelles cibles moléculaires. Ces derniers sont soit des
modeles spontanés ou «constitutifsy, qui par sélection et croisement de lignées présentent
naturellement des altérations associées a la pathologie; soit des modeles induits, qui
présentent des altérations réminiscentes de la dépression suite a une manipulation, tel que
I’injection de produit ou I’application d’un stress.

Pour valider un modele animal, des critéres ont été proposés (McKinney and Bunney,
1969):

- la wvalidit¢ d’apparence (ou isomorphie) : le modéle doit présenter des traits
comportementaux et/ou biologiques (physiologiques) similaires aux symptomes observés
pour la pathologie humaine modélisée.

- la validité de construction (ou homologie) : la création du modele doit étre réalisée a
partir d’éléments connus comme étant la ou les causes de la pathologie humaine modélisée.
- la validité de prédiction : le modele animal doit répondre de fagon similaire aux
traitements connus de la pathologie humaine modélisée.

Une grande partie des études s'intéressant aux mécanismes d'action des ECT, par
l'intermédiaire du modele animal (ECS), ont été réalisées chez des animaux sains ou
présentant des traits de dépression en lien avec la génération d'un stress aigu. Or cela n'est
pas proche de la condition de 'Homme. Un mode¢le intéressant de dépression a été
développé il y a quelques années : le modele CORT, qui répond aux ECS (Schloesser et al.,
2015) et que nous détaillerons plus précisément €tant celui que nous avons choisi pour

notre étude.
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Le modele « CORT» est basé sur une dérégulation de I'axe hypothalamo-
hypophysaire (HPA). Il consiste a administrer & des rongeurs, de la corticostérone ou
CORT, qui est une hormone surrénalienne de 1’axe HPA faisant partie de la catégorie des
glucocorticoides. Cette administration quotidienne est réalisée sur une période de 4
semaines en moyenne. Les rongeurs ainsi traités présentent au niveau comportemental, une
anhédonie, une diminution de la motivation et une altération du pelage (Johnson et al.,
2006; Gourley et al., 2008 a; David et al., 2009). Au niveau biologique, on peut observer
chez ces animaux, une diminution de la prolifération cellulaire dans I’hippocampe,
accompagnée d’une diminution de volume de ce dernier (Murray et al., 2008; David et al.,
2009), et une baisse des taux de BNDF (Jacobsen JP et al. 2006). Ces altérations sont
améliorées suite a la prise chronique d’antidépresseurs (Murray et al., 2008; David et al.,
2009).

Sa simplicité de mise en ceuvre et 1’observation de plusieurs altérations comportementales
et biologiques associées a la dépression, permettent son utilisation courante comme modele
de dépression animale (Gregus et al., 2005; Johnson et al., 2006; Gourley et al., 2008 a,

2008 b; Murray et al., 2008).

C) Mécanismes biologiques des ECT/ECS

1. Théories actuelles sur les mécanismes d'actions des ECT

Les mécanismes d'action sous-tendant l'effet antidépresseur des ECT sont étudiés
depuis plusieurs années. Différentes théories ont été énoncées afin de mieux comprendre
l'effet clinique. Elles se basent notamment sur les étiologies de la dépression évoquées dans
la premiére partie.

La premiére théorie est celle des mono- amines. Elle suggeére que les ECT
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augmentent la neurotransmission dopaminergique, sérotoninergique, et adrénergiques
(Heninger GR et al. 1996), notamment en améliorant la sensibilit¢ des récepteurs. Le
systéme GABA et glutamaergique serait également impliqué (Pfleiderer B et al. 2003; Esel
E et al. 2008). Cependant les résultats basés sur cette théorie n'expliquent pas l'ensemble
des mécanismes des ECT.

La théorie anticonvulsivante, quant a elle, évoque que I’efficacit¢ des ECT résulte
de la nature anticonvulsivante de ce traitement. L’argument principal en faveur de ce
mécanisme est une modification du seuil épileptogene, et de la durée de la crise convulsive
pendant une cure d'ECT (Sackeim HA et al. 1999; Holaday JW, 1986). Les neurohormones
et le GABA participeraient a cet effet anticonvulsivant (Holaday JW, 1986).

La théorie neurogénique, particulierement ¢tudiée ces dernieres années, énonce que
les effets positifs des ECT seraient dus a une augmentation de la neurogenese et des
facteurs trophiques. L'étude chez le rongeur démontre une amélioration de la neurogenese
et de la synaptogenese apres une cure d'ECS (Chen F et al. 2009; Madsen et al. 2000). De
méme, les facteurs trophiques sont également augmentés aprés ECT (Piccinni et al. 2009).

Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action des ECT/ECS par la théorie
neurogénique/neurotrophique, nous allons développer les différentes étapes de la

neurogenese adulte hippocampique.

2. La Neurogenése Adulte Hippocampique

La neurogenése adulte est le processus qui permet la création de nouveaux neurones
a partir de cellules progénitrices neuronales, a 1’age adulte. La neurogenése hippocampique
a tout d’abord été identifiée chez les animaux puis plus tard décrite chez L’Homme
(Eriksson et al., 1998; Spalding et al., 2005, 2013). Chez les mammiferes, la neurogenese
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adulte est présente dans deux régions cérébrales, a savoir 1’hippocampe et les ventricules
latéraux (Gage, 2000). Dans I'hippocampe, elle a lieu dans une région précise, le gyrus
denté. La neurogenése adulte hippocampique peut étre globalement divisée en trois
grandes étapes : la prolifération, la différenciation et la maturation conduisant a
l'intégration du nouveau neurone dans le réseau pré-existant (Figure 3). Il est considéré
qu'environ 4 semaines sont nécessaires chez les souris, depuis la prolifération des
précurseurs neuronaux jusqu’a la formation de nouveaux neurones intégrés au réseau
neuronal sous-jacent, et donc fonctionnels (Esposito et al., 2005; Zhao et al., 2006). Les
nouveaux neurones seront non distinguables morphologiquement et physiologiquement des
autres neurones granulaires au bout de 2 a 4 mois de développement (van Praag et al.,
2002; Esposito et al., 2005; Zhao et al., 2006).

Le phénomeéne de neurogenése débute avec les cellules souches neuronales (type 1).
Elles présentent une morphologie de type glie radiaire et des caractéristiques astrocytaires
(Seri et al., 2001; Steiner et al., 2004). Elles seraient capables de rester pendant 3 jours en
cycle cellulaire (Steiner et al., 2004) durant lesquels elles donneront des progéniteurs
neuronaux proliférants (type 2). Ces progéniteurs neuronaux ont une forte activité
mitotique et donneront des neuroblastes (type 3). Les neuroblastes dgés d’une semaine
présentent pour la plupart des extensions neuritiques (Zhao et al., 2006) qui se
développeront progressivement afin de former les futures dendrites dans la couche
moléculaire et I’axone dans la région CA3. Par la suite I’arborisation dendritique va se
développer et des épines vont commencer a se former, mais leur morphologie reste typique
des neurones immatures (Zhao et al., 2006). La densité synaptique va ensuite fortement
augmenter jusqu'a la quatrieme semaine pour atteindre progressivement un plateau vers les
2 mois (Zhao et al., 2006).
On distingue, au cours de ce processus, 2 phases de survie, une précoce et une tardive car
sur I'ensemble des cellules souches, seules 50% survivent (Figure 4). Sur ces 50%, 75%

ont un phénotype neuronal, et donneront soit des cellules granulaires glutamatergiques, soit
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des interneurones GABAergiques de type cellules en panier. Les 15% restant donneront

des astrocytes, des oligodendrocytes ou de la microglie (Steiner et al., 2004).

Mature newborn granule cells

Immature newborn
ranule cells
Radial glia-like 9
stem cells Neural
progenitor

=t N cells
ik
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Expansion phase Survival and elimination phase
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Activity dependent recruitment Increased synaptic
Survival or apoptosis plasticity

Figure 3 : les différentes étapes de la neurogenése adulte hippocampique dans le gyrus
denté de I’hippocampe chez la souris. D’aprés Lucassen et al. 2010.

3. Actions des ECT/ECS sur la neurogenése adulte
hippocampique

Les ECT ont montré des résultats honorables concernant le traitement de la
dépression chez 'Homme (ANAES 1998). Ces résultats s'observent de fagon rapide

(Nobler et al. 1997, Segman et al. 1995) voir méme des la premiére séance d'ECT. Chez

l'animal, I'amélioration clinique est évaluée par l'intermédiaire de tests comportementaux
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basés sur des symptomes observés chez 'Homme comme I'anhédonie, I'aboulie ou encore
l'anxiété. Aprés ECS, les tests comportementaux initialement altérés se voient normalisés
et ce des la fin de la cure ECS (Li et al. 2007 ; Kasahara et al. 2008 ;Schloesser and al.,
2015).

Cette efficacité se retrouve également au niveau anatomique puisque le volume
hippocampique se voit également augmenté chez 'Homme aprés ECT (Bouckaert et al.
2016), ce qui est aussi confirmé chez le rongeur (Kaae, S et al. 2012). L'augmentation du
volume de l'hippocampe pourrait en partie provenir de la stimulation des progéniteurs
neuronaux.

D'autres études réalisées chez I'animal sont venues renforcer cette hypothése. En
effet les ECS sont capables de stimuler la neurogenése adulte hippocampique (Segi-
Nishida E et al. 2008; Madsen et al. 2000). De plus, plusieurs €tudes ont montré une
augmentation de la prolifération cellulaire dans le gyrus denté, suite a 1’administration
d’ECS répétées a des rongeurs sains. Ces cellules sont en majorité des neurones et
survivent au moins 3 mois (Madsen et al., 2000 b; Malberg et al., 2000; Scott et al., 2000;
Segi-Nishida et al., 2008; Weber et al., 2013). L’augmentation de la prolifération et de leur
survie 4 semaines apres les ECS répétées a également été montrée chez les primates non
humains (Perera et al., 2007). 1l a ainsi été suggéré que la stimulation de la neurogénese
associée a 1’augmentation de la densité synaptique et 1’augmentation de ’arborisation
dendritique par les ECS, pourrait restaurer 1’atrophie de 1’hippocampe observée chez les
patients (Malberg et al., 2000).

Plusieurs études ont tenté de comprendre comment les ECS stimulaient la
neurogénese adulte. Une de leurs hypothéses était la modulation par des facteurs
trophiques. Celle-ci a été validée par des études montrant la nécessité du VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) pour I’augmentation de la prolifération des progéniteurs
neuronaux apres les ECS (Segi-Nishida et al., 2008; Warner-Schmidt et al., 2008). En lien

avec ce role du VEGF, il a été observé une augmentation de 1’angiogénése suite a des ECS
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répétées. Cette augmentation de la vascularisation au niveau du gyrus denté a été proposée
comme support a la stimulation de la neurogénese adulte (Hellsten et al., 2004). Il a
¢galement été observé, a la suite d'une cure ECS, une augmentation de BDNF (Brain-
Derived Neurotrophic Factor) dans différents modeles animaux (Gesner et al., 2010).

En 2015, Schloesser et al. ont mené une étude particulierement intéressante a
propos de I'effet des ECS sur le modele CORT. Premiérement, les résultats permettent de
conclure que les ECS restaurent les anomalies comportementales induites par le traitement
CORT (les tests comportementaux réalisés des la fin de la cure ECS sont significativement
améliorés dans le groupe ECS par rapport au groupe contrdle). Deuxiémement, les
manipulations s'intéressant a la neurogenése révélent une augmentation des neuroblastes
CDX+ dans le groupe ECS, mais aussi des neuroblastes présentant des extensions
neuritiques donc plus matures. Cela rejoint les résultats obtenus par Hellsten en 2002, qui
avait déja observé les effets des ECS sur la neurogenese, notamment sur les progéniteurs
neuronaux sur ce méme mod¢le animal. Enfin, ils ont également supprimé la neurogenese
8 semaines avant la réalisation de la cure ECS, et ce jusqu'a la fin de celle-ci. Il est alors
observé, qu'en 'absence de neurogenese, les effets comportementaux des ECS sont abolis.
Les mécanismes d'action des ECS passeraient par la neurogenese hippocampique,
notamment par la stimulation de la prolifération et la maturation des progéniteurs
neuronaux. A noter qu'en 2003, Santarelli et al., ont démontré que I'effet antidépresseur de
la fluoxetine, un inhibiteur de la recapture de la sérotonine, était également aboli en

l'absence de neurogenese adulte hippocampique.
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D) Problématique

Les études menées chez 1'animal pour tenter d'éclaircir les mécanismes d'action des
ECT/ECS, ont montré une implication de la neurogenése adulte hippocampique
notamment par un effet sur la prolifération des progéniteurs. Cependant, partant du
principe qu'un progéniteur met 4 semaines pour devenir un neurone mature intégré au
réseau sous-jacent et donc fonctionnel, cela n'expliquerait pas les effets comportementaux
observés de facon précoce soit au bout de 2 semaines, en fin de cure. Une cure se déroulant
sur 15 jours, les effets dus a l'intégration des progéniteurs stimulés ne devraient s'observer
alors théoriquement que 2 semaines apres.

Aucune étude jusqu'alors n'a été réalisée sur la population de nouveaux neurones en
cours d'intégration pendant la cure ECS. Notre objectif est d’étudier 1’effet des ECS sur la
population des nouveaux neurones, derniére ¢étape de la neurogenése adulte

hippocampique, présents au moment de la cure sur le modele de dépression CORT.
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MATERIEL ET METHODE :

L’expérience s'est déroulée avec un total de 24 souris males C57Bl6. Le protocole a
¢été validé par le Comité Local de I'Institut des Neurosciences de Grenoble (C2EA-04) et en
accord avec les directives du Parlement européen relatives a la protection des animaux

utilisés a des fins scientifiques du 22 septembre 2010 (Directive 2010/63/EU).

Administration du traitement par corticosterone.

Le traitement par corticostérone (CORT) (Sigma Aldrich) a été dissous dans 0.45%
d’hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Sigma Aldrich) et administré a la posologie de 35
ug/ml/j dans I'eau de boisson, pendant toute I'étude, soit 8 semaines. Les biberons d'eau
étaient opaques afin de protéger la solution de la lumicre. Elle était également changée tous

les 3 jours.

Traitement par ECS

Les souris ont été séparées en 2 groupes de facon al€atoire: le groupe ECS et le
groupe SHAM (groupe témoin), soit 12 souris pour le groupe ECS et 12 pour le groupe
SHAM. Les ECS ont ét¢ administrées a raison d'une séance par jour pendant 5 jours, sur 2
semaines soit un total de 10 séances, avec la machine Ugo Basile Generator (model
57800). Les souris €taient préalablement anesthésiées par Isoflurane. Par la suite, les ECS
¢taient réalisés afin d'obtenir une crise tonico-clonique de 15 secondes en moyenne par
lI'intermédiaire d'¢lectrodes placées sur les oreilles. Les parametres de stimulation étaient
les suivants : fréquence 120 Hz, largeur de pulse 0.5 ms, durée de stimulation 2s, intensité
20 mA. Ces parameétres ont préalablement été choisis lors d'études antérieures, sur la base

d’une charge délivrée a deux fois le seuil €pileptogene, comme chez I’Homme. Les mémes
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conditions ont été réalisées pour le groupe SHAM, c'est a dire qu'elles ont été anesthésiées

et les ¢électrodes étaient également placées, mais le courant n'était pas délivré.

Marquage EdU

Afin de suivre un pool de cellule, nous avons procédé¢ a 4 injections intra-

péritonéales d'EAU (50mg/kg/injection) 4 semaines avant la fin de la cure.
Quatre jours apres la fin de la cure ECS, les souris préalablement anesthésiées, ont subi
une injection intracardiaque de 4% de paraformaldehyde (PFA). Les cerveaux ont été
prélevés et post-fixés une nuit dans une solution de PFA 4% puis cryoprotégés dans deux
solutions successives de sucrose (15% sucrose pendant 8h puis 30% sucrose pendant 20h).
Les cerveaux ont ensuite ét¢ congelés dans une solution d'isopenthane a -80°C.

Avant d'étre coupé, chaque cerveau a été inclus dans de 'OCT (Tissue-Tek, Optimal
Cutting Temperature) ayant la caractéristique de se durcir a basse température ce qui
permet de fixer le cerveau sur une platine amovible a I’intérieur d’un dispositif réfrigéré a -
20°C (Cryostat Leica CM 3000). Le cryostat permet de faire des coupes de cerveau, ici
définies a 40 pm d’épaisseur. Apres 1’identification du début de ’hippocampe a ’aide de
I’atlas pour Souris (Bregma -1.20 to -3.80 mm; Franklin et Paxinos, 2007), chaque coupe
de I’hippocampe est collectée (figure 4).

Le stockage des coupes de cerveaux se fait dans une plaque contenant 48 puits
remplis par une solution de PBS (tampon phosphate) + Thimerosal qui préservera les tissus
d’une éventuelle dégradation par les bactéries ou champignons.

Afin de révéler le marquage EdU, le protocole suivant a été réalisé avec une coupe
sur 4 sélectionnée parmi les 64 réalisées de l'ensemble de l'hippocampe : les coupes
flottantes hippocampiques ont été lavées et perméabilisées pendant 120min (PBS 0.2%
gelatine, 0.5% Triton X100, 0.1% saponine). Les cellules marquées a I'EAU ont été
révélées apres réaction (5% Tris 2 M pH 7, 80.9% H20, 4% CuSO4 100 mM, 0.1%

Cyanine 3 Azide 1 mM, 10% Ascorbic acid 1 M) et enfin trois lavages avec du PBS et
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0,3%triton X100) et trois lavages avec du PBS et 0,3%triton X100.
Les coupes EdU positives ont ensuite été analysées au microscope (Zeiss axioskop). Le

comptage a été réalisé en aveugle du statut ECS/SHAM.

Figure 4 : coupes coronales de I’hippocampe chez la souris adulte. De la section la plus

dorsale (a) a la plus ventrale (1). D’aprés Leonardo et al., 2006.

Analyse statistique:
Nous avons effectué I'analyse d'une variable quantitative, le nombre de cellules
positives a 1'EAU, dans deux groupes indépendants de faible effectif avec le test Mann-

Whitney Unilateral avec le logiciel XLSstatistique. Le seuil de significativité était p<0,05.
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RESULTATS

Nous cherchons a étudier 1’effet des ECS sur une population de nouveaux neurones,
générés spontanément, avant la cure sur le modele CORT. Afin d'étudier la bonne
population de neurones, le protocole a été¢ congu de maniére a pouvoir dénombrer a la fin
de la cure les nouveaux neurones intégrés dans le réseau pendant la cure.

Il faut attendre un minimum de 4 semaines de traitement par corticoides pour que
les souris présentent les symptomes de la dépression. Lors de cette phase de traitement, 2
souris sont décédées de manicre inexpliquée.

Apres ces 4 semaines, nous avons pu procéder a l'injection d'EdU, afin de marquer
les cellules en cours de prolifération (Figure 3). Chez la souris, au cours du processus de
neurogenese adulte, il faut environ 4 semaines a un neuroblaste nouvellement formé pour
atteindre le stade de neurone mature, intégré dans le réseau pré-existant. Il était donc
important d’injecter I’EdU 2 semaines avant le début de la cure, qui dure elle-méme 2
semaines, pour observer en fin de cure les nouveaux neurones intégrés (Figure 5). L'effet
observé sera donc totalement indépendant d'un effet des ECS sur la prolifération des
progéniteurs puisque les cellules marquées par ’EdU au cours de I’expérience arréteront

de proliférer bien avant le début de la cure.
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Figure 5: Chronogramme de la manipulation

La réalisation de la cure s’est déroulée comme expliquée dans la partie “Matériel et
Meéthode”. Les 22 souris restantes apres les 4 semaines de traitement initial & la CORT ont
été partagées de facon aléatoire en deux groupes: 12 ECS et 10 Sham. Nous avons
volontairement mis plus de souris ECS que SHAM. En effet, ce type de traitement chez la
souris a été utilisé plusieurs fois dans le laboratoire et une perte de 10 % des animaux ECS
en cours de cure a pu étre observé a plusieurs reprises (mais pas systématiquement). Une
souris du groupe ECS est décédée aprés la premiere séance d’ECS. La suite de
I’expérimentation a donc été faite avec 11 souris ECS et 10 sham. A noter que les souris

ont toutes présenté des crises tonico-cloniques d’au moins 15 secondes.

La Cyanine 3, couplée a 1I’Azide qui s’est fixée a I’EdU au cours de 1’étape de
révélation, peut étre observé en fluorescence. Nous avons ainsi pu procéder au comptage
des cellules positives a I'EAU au sein de la couche granulaire du gyrus denté de
I'hippocampe, par analyse au microscope a épifluorescence (Figure 6). La quantification a
¢été faite sur une coupe sur 4 (16 coupes sur les 64 obtenues par cerveau) sur I’ensemble de
I’hippocampe. Pour chaque coupe, Nous avons quantifi¢ le nombre de cellules EAU

positive pour les deux hippocampes. Le nombre de cellules obtenu sur l'ensemble des
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coupes analysées a été¢ multiplié par deux pour représenter le nombre de cellules comptées
par hippocampe.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence une différence significative du nombre de
cellules EAU positives entre le groupe ECS et le groupe SHAM dans la couche granulaire
du gyrus denté et ce dés la fin de la cure ECS, soit aprés 10 séances de stimulation
¢lectroconvulsive. (ECS : médiane 676 ; min-max : 478-826 ; SHAM : médiane : 285 ;
min-max:236-368 ; avec différence p<0,001.) (Figure 7).

Nous avons donc pu montrer qu’une cure d’ECS de deux semaines, dans le modéle
de souris CORT, permet une augmentation du taux d’intégration/survie des neurones en

cours de différenciation pendant de la cure.

Figure 6: Marquage des cellules a I'EdU (en rouge) dans la couche granulaire du gyrus
denté de l'hippocampe.
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Figure7 : Nombre de cellules positives a I'EdU par hippocampe, ECS n=11, SHAM
n=10; ***:p <0.001. Unilateral Mann-Whitney test.
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DISCUSSION

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux mécanismes biologiques qui
sous-tendent I'efficacit¢é des ECS dans un modéle animal de dépression, le modéle
« CORT », et plus particuliecrement sur l'effet des ECS sur les étapes tardives de la
neurogenese adulte hippocampique.

L’étude menée par Schloesser et al. en 2015, a permis d’établir une restauration
comportementale du modeéle CORT, modele de dépression animal, grace a la stimulation
¢lectroconvulsive. Cette méme étude a également permis de mettre en évidence que cet
effet comportemental passe par la neurogenése adulte hippocampique. En effet, lorsque la
neurogénese adulte est inhibée, il n’y a plus de restauration des défauts comportementaux
suite aux ECS répétées. En 2002, Hellsten et al. avait déja travaillé sur le modele CORT et
mis en évidence que les ECS avaient un impact sur la neurogenése adulte hippocampique
et plus particuliérement sur la prolifération des progéniteurs alors méme que le traitement
par corticoides altére la neurogenése. Schloesser et al. en 2015 confirme ces résultats. Cet
effet a été étudié sur les cellules DCX+, soit au stade de neuroblastes et également sur la
maturation de ces neuroblastes qui était augmentée dans le groupe ECS CORT par rapport
au groupe SHAM CORT.

Notre protocole novateur qui consiste a marquer un pool de cellules deux semaines
avant le début de la cure permet d’aller plus loin et de proposer que les ECS, en plus de
leur effet sur la prolifération, semblent jouer un réle important dans 1’intégration et la
survie des nouveaux neurones. Cette nouvelle hypothése est compatible avec les effets
bénéfiques immeédiats des ECS/ECT observés chez l'animal mais également chez les

patients

Comme décrit dans la partie « Matériel et Méthode », nous nous sommes efforcés
39



de rester le plus proche de la pratique des ECT chez I'Homme. Ainsi, nous avons réalisé
une cure d'ECS de fagon rapprochée. De plus cette cure a été faite alors que la population
étudiée était toujours sous traitement CORT ce qui, d'une part est en accord avec
l'induction d'un stress chronique qui perdure méme pendant la cure et qui, d'autre part,
renforce également les résultats obtenus concernant la neurogenese, puisque l'on connait

les effets du traitement par corticoides sur la neurogenese (David et al, 2009).

Nous avons étudié, par I’intermédiaire du marquage a I’EdU, une population agée
de 4 semaines, qui selon les stades de la neurogenese (Figure 3) correspond au stade de
nouveaux neurones. Leur survie dépend en partie de leur intégration au réseau neuronal
sous-jacent. Nous avons montré une forte augmentation du nombre de nouveaux neurones
au sein de la couche granulaire du gyrus denté de I’hippocampe apres une cure ECS dans le
modele CORT. Les ECS améliorent donc la survie des nouveaux neurones de
I’hippocampe produits spontanément. Ces résultats, associés a ceux de Schloesser et al. en
2015, permettent de mieux comprendre 1’origine de 1’amélioration comportementale du
modele CORT sous ECS. En effet nous pourrions émettre [’hypothése que 1’amélioration
clinique rapide obtenue sous ECS pourrait étre, au moins en partie, expliquée par la nette

amélioration de la survie des nouveaux neurones générés spontanément.

Ces résultats s'intégrent dans un plus vaste projet de recherche ou le méme type
d’expérience a été réalisé avec un autre modele animal de pathologie psychiatrique : les
souris invalidées pour le géne MAP6. Les souris MAP6KO sont viables et fertiles mais
présentent de fortes anomalies anatomiques, neurophysiologiques et comportementales. En
effet, le volume cérébral global est diminué, (Powel et al. 2007), il existe des altérations de
certains systémes de neurotransmissions dont les monoamines et le glutamate (Andrieux et
al 2002, Fournet et al, 2010) mais aussi une neurogenese adulte et une plasticité synaptique

anormale (Andrieux et al 2002, Fournet et al, 2012). Les troubles comportementaux
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observés chez ces souris peuvent s'apparenter aux symptomes dépressifs mais également a
ceux observer dans la schizophrénie. Les défauts biologiques et de comportements de ces
souris sont améliorés par des traitements comme les neuroleptiques ou les antidépresseurs
(Fournet et al., 2012, Delotterie et al., 2010).

De récents résultats obtenus sur ce modele sont particulierement intéressants car ils
rendent compte d'un certain nombre d'effet des ECS. Premiérement, il est observé une
amélioration comportementale sur le test Forced Swim Test (FST) un jour apres la fin de la
cure, mais ¢également sur le test Novelty Suppressed Feeding (NSF). Ces deux tests
comportementaux confirment la restauration comportementale de ce type de souris apres
une cure d'ECS. Deuxiemement, l'analyse de la prolifération des progéniteurs neuronaux
de 1'hippocampe s'est également révélée significativement supérieure chez les MAP6KO
traitées (Theése de Jonckheere Julie, 2017), comme cela a pu étre démontré dans d'autres
mode¢les animaux, dont le modéle CORT (Hellsten 2002, Schloesser 2015). Enfin, il a
également été étudié l'effet des ECS sur une population de nouveaux neurones générés
spontanément avant la cure ECS. Les résultats ont montré une augmentation de 73% de
nouveaux neurones dans la couche granulaire du gyrus denté dans le groupe ECS par

rapport au groupe témoin (Jonckheere et al, 2018).

En réalisant la méme expérience mais sur le modéle CORT, dans les mémes
conditions, et en retrouvant les mémes résultats sur une population de nouveaux neurones
préalablement présents nous renfor¢ons fortement les résultats obtenus. Nous pouvons
donc dire que les ECS induisent une augmentation forte de la survie des nouveaux
neurones de 'hippocampe produits spontanément. Ainsi les ECS ont une action directe et
rapide sur les neurones déja présents. L'amélioration clinique précoce obtenue par les
ECT/ECS pourrait étre expliquée par la nette amélioration de la survie des nouveaux

neurones générés spontanément.
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Il est également intéressant de souligner que les résultats sont obtenus dans deux
mod¢les différents, 1'un « constitutif », le modéle MAP6KO résultant d'anomalies
génétiques, et l'autre sur un modéle induit pharmacologiquement, le modéle CORT. Des
lors, mé&me si 1'étude présentée ici posséde ses propres limites du fait du modele CORT, qui
n'est pas représentatif de I'ensemble des anomalies biologiques ou méme de l'ensemble du
phénotype dépressif, la reproductibilité des résultats dans différents modeles de principes
différents tend a pallier cette limite. De plus, le modele MAP6KO est un modéle de
pathologie psychiatrique assez général puisque les anomalies observées peuvent
correspondre a la fois a un modele de dépression mais également a un modele de
schizophrénie. Reproduire les résultats sur un modele plus spécifique de la dépression
permet de cibler davantage les effets des ECS sur cette pathologie.

Une étude récente, menée par Ueno et al en 2019, propose une manipulation
similaire a la notre chez des souris de phénotype sauvage. Le marquage du pool cellulaire
était réalisé une semaine avant la cure ECS qui durait néanmoins 3 semaines pour un total
de 11 séances. L’analyse des coupes hippocampiques fait état d’une augmentation
significative de la survie ainsi qu’une augmentation de la maturation neuronale dans le
groupe traité par ECS comparativement au groupe témoin. Ceci confirme une action des

ECS sur les différentes étapes de la neurogenese en cours au moment de la cure.

Nous avons donc émis 1’hypothése que 1’amélioration comportementale observée
de fagon précoce, c’est-a-dire dés la fin de la cure, pourrait étre liée a une augmentation de
la survie des nouveaux neurones déja présents et théoriquement fonctionnels. Afin de
renforcer cette hypothese, il serait intéressant, en se basant sur I’étude de Schloesser et al.
(2015), de réaliser une expérience permettant de s’assurer de ce lien. Notamment en
réalisant une cure ECS chez des souris dont la neurogenése aurait été¢ bloquée 3 semaines
auparavant et pendant toute la durée de la cure. Nous serions donc en présence

uniquement, en fin de cure, de nouveaux neurones, générés avant la cure et présents
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pendant, sans génération suivante. Un test comportemental en fin de cure permettrait de
déterminer si ’effet comportemental précoce dépend uniquement de cette population

particuliére ou non.

L’apport des résultats amenés par ce travail permet de mieux comprendre la
cinétique d’action des ECS. Nous pouvons émettre I’hypothése que 1’administration de la
cure d’ECS augmente la survie des neurones en cours d’intégration responsable de
I'amélioration comportementale rapide de fin de cure. Les effets comportementaux plus
tardifs, c'est a dire dans les semaines suivant la cure seraient eux, sous tendus par l'action
des ECS sur la prolifération des progéniteurs (ces progéniteurs stimulés ayant besoin
d'environ 4 semaines pour devenir des nouveaux neurones matures fonctionnels). Chez
I'Homme, il est constaté qu'apres une cure initiale d'ECT, les effets bénéfiques s'alterent et
ne persistent pas en l'absence d'une cure de consolidation (Frank E et al. 1990; Sackeim et
al. 2001). Dans le mod¢le animal, nous constatons les mémes observations (Jonckheereet
al, 2018). Le traitement de consolidation permettrait, en stimulant réguliérement la

neurogenese, de maintenir les effets bénéfiques.

Les ECS et les antidépresseurs ont des cibles communes et notamment la
neurogenese adulte hippocampique. Mais ces deux traitements n'ont pas la méme
temporalité, puisqu'il faut plusieurs semaines pour juger de l'efficacité d'un traitement
antidépresseur médicamenteux. Les ECT sont utilisées majoritairement pour leur action
rapide nécessaire dans les situations d’urgence.

Une possible explication a cette différence de cinétique temporelle sur la symptomatologie
de la dépression, pourrait étre que chaque traitement va moduler la neurogenese adulte
difféeremment. Les ECS comme les antidépresseurs augmentent la prolifération des
progéniteurs. Mais il semblerait que seules les ECS soient capables d'avoir une action

directe sur l'intégration des nouveaux neurones (Jonckheere et al, 2018) permettant
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d'obtenir l'effet bénéfique de manicére rapide. Les antidépresseurs, quant a eux, ne
pourraient agir que sur la prolifération, les progéniteurs nécessitant 4 semaines pour
s'intégrer, les effets bénéfiques seraient beaucoup moins rapides (David et al. 2009). Ceci
revient a dire que l'amélioration fonctionnelle serait due a une intégration accrue de
nouveaux neurones dans le circuit préexistant et a une augmentation de l'efficacité de
connexion de ces nouveaux neurones (augmentation du nombre d’épines et de la

complexité de 1’arborisation dendritique, qui a ét¢ montré avec le modele MAP6KO).

Les ECS peuvent induire d'autres mécanismes de plasticité neuronale comme la
modification des connexions des nouveaux neurones et plus particuliérement 1’unité
responsable de ces connexions, les épines dendritiques. En effet, dans les recherches sur le
modele MAP6KO, il a été démontré que les ECS restaurent les défauts de densité d'épines
dendritiques dans le cortex. Ainsi, la densité des épines peut étre modifiée par les ECS.
Ceci est en accord avec d'autres travaux effectués sur le rat qui ont montré que les ECS
modulent les épines des nouveaux neurones (Zhao et al., 2012) ainsi que I’arborisation
dendritique et les épines des neurones matures du gyrus denté chez des animaux naifs
(Zhao et al., 2012). Ainsi, les ECS pourraient augmenter la complexité de 1’arborisation
dendritique et la densité synaptique, et induirait donc une amélioration des connexions que

regoivent les nouveaux neurones, permettant ainsi d’augmenter leur survie.

A une plus grande échelle, cette amélioration de survie et de connectivité,
permettrait un meilleur dialogue entre différentes régions cérébrales. Il a d'ailleurs été
observé que l'hippocampe ventral répondait davantage aux traitements antidépresseurs
(médicamenteux et ECS) que 'hippocampe dorsal (Jonckheere Ruiz de Larrinaga, 2017).
Or I'hippocampe ventral a des connexions particulieres avec ’hypothalamus, 1’amygdale,

le cortex préfrontal et le noyau accumbens, zones cruciales pour la régulation des émotions
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(Fanselow and Dong, 2010). Chez ’'Homme, les progrés de 1’imagerie permettent de
mieux comprendre les améliorations cliniques observées apres une cure. Abbott et al., En
2014 ont montré que les ECT étaient capables de restaurer les anomalies de connectivité
fonctionnelle observées chez les patients déprimés notamment au niveau de 1’hippocampe.
En effet, avant la cure ECT, les patients déprimés présentent une hypoconnectivité de
I’hippocampe avec le cortex cingulaire antérieur et le cortex temporal et ce de facon
bilatérale. Les ECT augmente la connectivit¢ hippocampique, en corrélation avec
I’amélioration clinique. L’augmentation de la connectivité n’est cependant pas corrélée
avec le volume hippocampique. L’amélioration franche de la connectivité pourrait
s’expliquer par une action sur la synaptogenese de neurones déja existants ce qui
expliquerait également 1’augmentation de volume du subuculus, zone principale des
afférences de I’hippocampe avec des connections mono-synaptiques sous corticales
(amygdale et noyau acumbens) et cortical (frontal, cingulaire et pariétal). Par la suite,
d’autres études ont montré des modifications de la connectivité entre les régions limbiques
et préfrontales parfois visibles dés une seule séance d’ECT (Cano et al, 2016). Cette
technique de stimulation cérébrale agit également sur le Default Mode Network, réseau qui
serait impliqué dans les ruminations et anormalement activé dans la dépression (Beall et al,
2012). Les améliorations cliniques observées sous ECT pourraient trouver leur source dans
des modifications structurelles et fonctionnelles notamment de 1’hippocampe qui semble

jouer un role primordial dans la dépression et son traitement.

Les connexions de I’hippocampe avec I’hypothalamus et [’amygdale sont
particulierement intéressantes de par leur implication dans la régulation de 1’axe HPA. Une
des hypothéses des mécanismes responsables des effets antidépresseurs "neurogenese
dépendant", est une implication du rétrocontrole négatif que 1’hippocampe exerce sur 1’axe
HPA (Surget et al., 2011). En effet, il a été montré qu’une inhibition de la neurogenése

adulte altérait la réponse de 1’axe HPA au stress et que la normalisation de 1’activité de
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I’axe par un antidépresseur nécessitait une neurogenése hippocampale fonctionnelle
(Schloesser et al., 2009; Snyder et al., 2011; Surget et al., 2011). Ces études ont également
montré que I’inhibition de la neurogenese adulte n’altérait pas I’activité de 1’axe HPA dans
un état basal, alors qu'a la suite d'un stress, 1’absence de neurogenése induisait une
altération de son activité (Schloesser et al., 2009; Snyder et al., 2011). Ainsi la neurogenése
adulte serait nécessaire a la régulation de 1’activité de I’axe HPA en condition de stress et

pour la réponse aux antidépresseurs.

Pour conclure, 1’étude des effets des ECS sur le modele CORT a permis de
répondre a un certain nombre de questions quant a 1’efficacité des ECT.

Nous savons désormais que les effets sont multiples et se font a plusieurs niveaux.
Les effets comportementaux précoces observés en clinique a la fois chez I’ Homme et chez
I’animal, qui jusque-la n’étaient pas expliqués, pourraient s’intégrer dans 1’hypothese
d’une action précoce des ECS via leur action sur la survie et ’intégration de nouveaux-

neurones générés spontanément.
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Abstract

Background: Severe and medication-resistant psychiatric diseases, such as major depressive
dizorder. bipolar disorder or schizophremia, can be effectively and rapidly treated by
electroconvulsive therapy (ECT). Despite extensive long-standing clinical nse, the newrobiological
mechanisms underlying the curative action of ECT remain incompletely understood.

Objective: Unravel biclogical basis of electroconvulsive stimmlation (ECS) efficacy, the animal
equivalent of ECT.

Methods: Using MAPS KO mouse, a genetic mode] that constimtively exhibits features relevant to
some aspects of depression: we analyzed the behavioral and biclogical consequences of ECS
treatment alone (10 stimmlations over a 2-week period) and associated with a continnation protocol
(2 stinmlations per week for 5 weeks).

Results: ECS treatment had a beneficial effect on constitutive behavioral defects. We showed that
behavioral improvement is associated with a strong increase in the survival and integration of
neurons born before ECS treatment. Fetroviral infection revealed the larger number of integrated
neurons to exhibit increased dendritic complexity and spine density, as well as remodeled synapses.
Furthermore, our results show that ECS trnggers a cortical increase in synaptogenesis. A sustained
newborn newrcn survival rate, indveced by ECS treatment. is associated with the behavioral
improvement, but relapse occurred 40 days affer completing the ECS treatment. However, a 5-week
continmation protocol following the initial ECS treatment led to persistent improvement of behavior
correlated with sustained rate survival of newbom neurons.

Conclusion: Altogether, these results reveal that inereased synaptic connectivity and extended

neuronal survival are key to the short and long-term efficacy of ECS.

Kev words (max §) : ECS — ECT — Adult Neurogenesis - MAPS KO mice — Neuroplasticity -

antidepressant
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Introduction

Electroconvulsive Therapy (ECT) is a very effective treatment for drug-resistant major depressive
discrder and bipolar disorder, as well as acute resistant schizophremia [1]. Multiple mechanizsms
medifying the brain’s macro- and micro-environment have been proposed to suppert the therapeutic
effect of ECT, including changes in nenrotransmission, gene expression, functional connectivity, of
even modifications to the nensoendocrine and mmmmine systems [2]. These theories of how ECT
works were mainly developed based on results obtained from electroconvulsive stimulation (ECS),
the animal equivalent of ECT [3]. However. much of the data remains inconclusive as the vast
majority of studies were performed with “naive” animals m which the biological effects induced by
ECS mught not be due to relief of vnderlying disease and did not correlate with behavioral
improvements over time. Notably, some analyses of the effect of ECS on animal models developed
to assess antidepressant activity used acutely-induced behavioral deficits or amimal models
developed to sdy stress and amxiety such as the COET or Leamed Helplessness rat models [4-7].
Extensive literature mining clearly shows that we still lack evidence from ammal models exhibiting
hallmark constitutive behavieral and biological characteristics of severe psycliatric disorders. In
this context, we developed a translational approach with MAPS KO mice (also kmown as STOP KO
mice). These animals constitutively exhibit behavioral and biclogical featwres relevant to some
aspects of major depressive disorders such as social withdrawal [8-10], anhedonia [11], and reduced
metivation [11-13]. Biological defects include diminished mewrogenesis [13], impaired synaptic
plasticity in the hippocampus [10, 14], and abnormal excitatory and monoaminergic fransmissions
[10. 13, 15, 16].

The neurotrophic theory for ECT/ECS suggests that its effect is linked to its capacity to stunmlate
hippocampal newrogenesis, synaptic plasticity and growth factor expression [17-21]. With regard to
neurcgenesis, cwrent evidence clearly indicates that repeated ECS increases hippocampal
progenitor proliferation [17-19, 22], but these new progenitors have vet to be directly linked to

behavioral improvement. Here, we scheduled ECS treatment to mumic clinical ECT protocels in
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humans, our results demonstrate that its beneficial effect on behavioral traits was linked to
wmereased integration of neurons present before ECS treatment in MAPS KO mice. In addition ECS
treatment induced an overall increase in newronal commectivity. Finally, we demonstrate that the
behavioral and biological effects of ECS can be sustained for several weeks by applying a

contimuation ECS protocol following the initial ECS treatment.

Materials & Methods

FProtocol design

Imitially, the effect of ECS treatment on the behavioral deficits observed m MAPS KO mice was
assayed (Figl). Next, the biclogical effects of ECS treatment on nenronal progenitor proliferation
and newrotrophic factors levels (Fig2) and on new-born neurons integration and connectivity (Fig3)
were investigated. Subsequently, the relationship between behavioral improvement and survival of
newborn neurons was investigated (Fig 4). and finally the impact of a consolidation protocol on

these two last parameters was assayed (Fig 3).

Animals

MAPE KO model: Homogeneous inbred C57TBL6/1295vPas-F1 MAPS KO and MAPS KO/Thyl-
e¥ FP-H mice were obtained as previously described [23]. All experiments were performed using 2-
5-month-old males and muce were carefully matched for age across treatment groups. Researchers
performing all procedures, apart from ECS treatment, were blinded to the animal’s treatment group.
The smdy protocol (APAFIS onmber 8303-2016060110523424v4) was approved by the local
animal welfare committee (Comité Local GIN, C2EA-04) and complied with EU guidelines
{(directive 2010/63/ELT). Every precaution was talen to minimize stress and the oumber of animals

used in each experiment.

53



CORT model: Corticosterone (Sigma  Aldrich) was dissolved in 045% hydroxypropvl-f-
cyclodextrin (Sigma Aldrich). CORT (35 pg/mlid) was administered to C37Bl6 male mice ad

[ibifum via the dninking water as described in [21].

Flectroconvulsive Seizures (ECS)

Initial ECS treatment consisted of 10 ECS sessions delivered using an Ugo Basile generator (model
57800) over a 12-day period (D1-5 and D8-12). Mice were anesthetized using isoflurane prior to
ECS delivery via bilateral ear-clip electrodes. Titration experiments were performed with MAPG
KO mice to determine the seizure threshold (seizures lasting more than 10s). The duration of
stinmilation was then doubled fo obtain the following parameters: frequency 120 Hz, pulse width
0.5 ms. total stimulation duration 2 s, current 20 mA. Continmation ECS freatment consisted of 10
ECS sessions over a S-week period (2 ECS sessions/week) after the initial ECS treatment. Sham-

treated amimals were handled similarly, but no cumrent was delivered.

Behavioral tests

Forced swimming test (FST)

The FST [24] was performed in a vertical glass cylinder (b=30 cm; d=15 cm) containing 20 cm of
water mainfained at 24+/-1 *C. The total duration of immobility and climbing were recorded for
fmin. An animal was considered immobile when it floated passively, performing only slow
movements to keep its head above water. Climbing was defined as upward-directed movements of

the forepaws along the side of the confainer.

Novelly suppressed feeding test (N5F)

The W5F test is an anxiety-based conflict test where the motivation to eat competes with fear of a
brightly lit area [25, 26]. The N5F test was performed for 15 min Briefly, animals had no access to
food in their home cage for 20 h prior to performing the test, for the fest, a single food pellet was

placed on a brightly-lit white paper platform placed in the center of a plastic box (L37 x 157 x h20
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cm) where the floor was covered with approximately 2 cm of bedding. The animal was placed in a
corner of the box and the latency to eat was recorded.

Open field fest

Mice were placed in an open field (50 X 50 cm) and motor activity was automatically recorded for
20 min.

BrdU, EdU and DCX staining

To study neuronal proliferation, mice were injected with 5-bromeo-2"-deoxvundine (Brdll)
(100 mg'kg) on D3 following ECS treatment (2 injections spaced 8 h apart) and on D4 (1 injection).
Animals were sacrificed 2 h after the final BrdlJ injection. To study post-ECS cell survival, mice
were mjected with BrdU or EdU (>-ethymyl-2"-deoxyuridine) (50 mg/'kg) once daily for 4 days, 2
weeks before starting the ECS treatment. To study cell survival after the continuation protocol, mice
were injected with EAU (30 mg'kg) once daily for 4 days, 2 weeks before starting the initial ECS
freatment, and with BrdU (30 mg'kg) once dailv for the last 4 davs of inifial freatment. Mice were
sacrificed by transcardial perfusion with 4% paraformaldehyde. and brains were post-fixed for 15 h
cryoprotected in  sucrose, Dbefore slicing into coromal free-floating sections (40 pm).
Imnmmochemistry to reveal Brdl and DO was performed as previously described [13] with anfi-
BrdU (1:2000 dilufion of rat AbCI117-7513, Abcys) and anti-DCX anfibodies (guinea-pig at
1:10000; AB2253_ Millipore). For EdU staining, free-floating sections permeabilized for 20 nun (in
PBS 0.2% gelatin_ 0.5% Triton X100, 0.1% saponin). EdU-labeled cells were visualized following a
15-min click reaction (5% Tris 2 M pH 7, 80.9% H,0. 4% CuSOy4 100 mM. 0.1% Cyanine 3 Azide
1 mM, 10% Ascorbic acid 1 M). Sections were viewed by microscopv (Zeiss axioskop). BrdU- or
EdlI-labeled nuclei were counted within the dentate gyrus every 4 sections throughout the rostro-
candal extent of the hippocampus from bregma -1.34 to -3.38. As anti-BrdU antibodies also
recognized EdU-positive cells, the EdU cell count was subtracted from the BrdU cell count to
deternune the real mumber of BrdU-positive cells. DCX-labeled cells were counfed within the

dentate gyrus on 8 sections through the rostro-caudal extent of the hippocampus.
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BDNF assays

Mice were euthanized by cervical dislocation. Bilateral hippocampi were harvested and rapidly
dissected on ice, frozen in liquid nitrogen and stored at — 80°C.

For real-time RT-gPCE. ENA was isolated using Mini ENeasy kat (Qiagen), quanfified based on
absorbance at 260 nm (NanoPhotometer, IMPLEN), and 1 pg RNA was converted to cDINA using
the QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions.
PCE. was performed on a LightCyeler 480 SYBR Green I Master (Roche Applied Science) with
1 ul. cDNA and the following oligonucleotides (QuantiTect Primer Assays, Qiagen): BDNF
(QT00375998) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH. QT001199633).
Quantitative RT-PCR was performed with a Roche LC480 Light Cycler (Roche Applied Science)
according to the manufacturer’s instructions. Relative mRNA levels were calculated using T.C480
software, after normalizing for GAPDH levels. PCR was performed m triplicate.

BDNF proteins were analyzed in brain homogenate by ELISA (BDNF Ep,, ImmunoAssay System,
Promega) according to the manufacturer’s protocol. BDNF levels were normalized relative to total

protein confent, as determined by BCA assay (Thermo Scienfific).

Analvzing newborn neurons using retroviruses

Virus injection

The viral solution {1{}3 pfu'mL) was prepared with the retroviral vector (pCAG-IRES-GFP) and
HEK 293T as a packaging cell line. Viral particles were collected by ultra-speed centrifugation.
Four weeks before the end of ECS treatment. mice were anesthetized with chloral hydrate solution
(400 mg'kg) and stereotaxic surgery was performed to deliver the wvirus solution (300 nL) to the
dentate gyrus in the hippocampus at a rate of 0.4 pL/min. The injection sife for adult mice was
determuned based on previous studies, using the position relative to the bregma as reference:
anteroposterior: -2.1 mm; lateral: +/-1.42 mm; ventral: -1.9 mm (from skull).

GFP immunolabeling
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GFP immmnolabeling was performed on free-floating coronal sections after blocking and
permeabilization for 1 h with PB5, 0.1% Tween 20, 0.5% Trifon X100, and 5% normal goat senum.
Sections were incubated overnight at 4 °C with primary rabbit anti-GFP antibody (1:1000 dilution
of #11122, Invitrogen). Affer washing with PBS, 0.1% Tween 20, sections were tncubated for 1 h
with Alexa488-coupled secondary anti-rabbit antibody (1:1000; Jackson Laboratories).

Sholl analysis

Image stacks showing individual neurons were acquired at 20x magmfication (Zeiss LSM 710
confocal microscope). Image stacks were enhanced with a DoG filter and segmented. Single
neurons were recovered using the “Find connected region™ Fiji software plugin [27]. The resulting
stack was used for Sholl analysis [28] with a starting radins and step size of 5 um.

Spine analysis

Stacks of serial optical sections were produced for each neuron (at 63x magnification) and 3D
reconstmuctions of dendritic arbors and spines were generated (NeuronStudio soffware version
0.9.92) to measure spine density [29]. Images were acquired on the distal part of the dendrific

arbors of GFP-labeled newbom neurons.

[12, 13]Dendritic spine quantification

Spine analysis was performed in the motor cortex of the MAPS KO Thyl-eYFP-H mouse line.
Some neurons in this area express the YFP transgene, allowing the defection of spines for individual
neurons. Stacks of serial optical sections were produced for each neuron [29] and spine density was

quantified using MeuronStudio software.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Prism 5.0 software (GraphPad Software) or XLSTAT
2016 (Microsoft). Bilateral non-parametric Mann-Whitney U fests were used to compare WT vs.

KO; KO Sham vs. KO ECS comparisons were performed using unilateral Mann-Whitney U tests
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since only improvement of the condition was sought. Choice of this type of test was justified based

on previous and present results obtained with these MAPG KO versus wild tvpe animals [12. 13].
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Results

MAP6 KO mice exhibit several behavioral and biological defects reminiscent of major depressive
episodes, mcluding social withdrawal [9, 10, 14], anhedonia and reduced motivation [11-13].
Biological defects include diminished neurogenesis [13], impaired plasticity [10, 14] and abnommal
excitatory and monoaminergic transmissions [10, 13, 15, 16]. Here, we analyzed the impact of 10
sessions of ECS treatment over 2 weeks on MAP6 KO mice, in terms of behavioral, anatomic and

phrysiological parameters (Figure 1A).

ECS treatment improves the depressive/anxiety-like status of MAPG6 KO mice

The effect of ECS treatment on despair behavior in MAPGS KO mice was analyzed nsing the FST, a
standardized protocol to assess despair behavior in an inescapable aversive situation, based on
immobility as an indicator of resignation and climbing as an indicafor of motivation. MAPGS KO
mice have been reported to display greater immobility and decreased climbing attempts compared
to WT muce [12, 14]. On day-1 (D1) after the end of freatment. ECS-treated MAP6 KO mice
displayed decreased despair behavior compared fo sham-treated nuce, with a 34.3% reduction in
immobility time (189 = 26.8 s for Sham- (n=10) vs. 114 = 18.7 5 for EC5-treated mice (n=11).
unilateral Mann-Whitnev test, p= 0.0138, Figure 1B), and increased motivation, with a 78.6%
increase in time spent climbing (31 = 11 s for Sham- (p=10) vs. 77 + 203 s for ECS-treated mice
(n=11), vnilateral Mann-Whitney test, p= 0.0166, Figure 1B).

In parallel, we monifored the depressive/anxiety-like status of MAPS KO mice using the NSF tfest,
where the animal's motivation fo eat competes with the aversive signal of bright dllnnunation:
latency to eat is measured. MAPS EO mice displaved a significant higher latency than WT mice
(235 = 195 for WT mice (o=7) vs. 171 = 145 s for MAPS KO mice (n=9), uvnilateral Mann-
Whitney test, p= 0.0131, Figure 1C). Interestingly, at D4 after the end of the treatment, the latency
to eat for ECS-treated MAPS EO mice was 226 = 51.5 s, whereas sham-treated MAP6 EO mice

had a latency of 413 = 57 s (for Sham-and ECS-treated mice (n= 13); unilateral Mann-Whitney test,

59



p=0.0282, Figure 1D)). The difference befween the values observed afier sham freatment (413 =
57 s) or without treatment (235 = 19 s) was probably due fo stress induced by handling ansmals over
the two weeks of the protocol.

We checked the effect of ECS on locomotor activity, since if could influence performance in FST
and N5F tests. Locomotor activity was monitored in an open-field on D3 after ECS treatment for 20
minutes, no significant difference between Sham- and ECS-treated mice was observed
(8514=1045 cm for Sham- (n=8) vs. 7605=818 cm for ECS treated mice (n=10)).

Altogether. these behavioral tests clearly demonstrated a considerable beneficial effect of ECS

treatment on constitutive depressive/anxiety-like behavior in MAPS KO mice.

ECS treatment does not alter proteomic profile

ECS treatment has been suggested to activate specific neuronal pathways. We therefore analyzed
the proteomic content of total brain and hippocampal samples from MAPSG KO mice treated by ECS
or sham protocols (Supplementary data). The results did not confinm this hypothesis: among more
than 2,000 different protems identified, only three were significantly differentially expressed (2-fold
change) between ECS and sham conditions (Supplementary data). Thus, ECS treatment induced no
major detectable changes in the brain proteome and no specific biological pathway 1s
activated/inhibited following ECS treatment However, minor modifications to expression levels for
a large number of proteins may nevertheless significantly alter brain activity. Based on these results,
and in line with the available evidence, we therefore focused our study on the neurogenic effects of

ECT.

ECS treatment enhances proliferation of adult hippocampal neuronal progenitors
ECS treatment has been linked to enhanced proliferation of neuromal progenitors in the
hippocampus in both rodent and non-human primate models [17, 18, 22]. We therefore analyzed

progenitor proliferation in MAPS KO muce after EC5/sham treatment.

60



BrdU was used to label proliferating cells (Figure 2A). The number of BrdU-positive cells in the
hippocampus was measured at D4 after completing treatment (Figure 2B). ECS-treated mice had
46% more BrdU-positive cells than sham-treated nuce (1267 = 143 for Sham (n=4) vs. 2150 =272
for ECS-treated mice (n=3), unilateral Mann-Whitnev test, p= 0.0278; Figure 2C). Subsequently,
we examined whether ECS also inggered progenifor differentiation to form neuroblasts/immature
neurons. DCX immunolabeling was performed at D4 affer completing treatment to identify
neuroblasts/immature neurons (Figure 2D). ECS tfreatment resulted in a 127% mcrease in DCX-
positive hippocampal cells compared to sham treatment (5080 = 753 for Sham (n=8) vs. 11539 =
776 for ECS-treated mice (n=8), unilateral Mann-Whitney test. p < 0.0001; Figure 2E). These
results indicate that ECS enhances the proliferation of hippocampal progenitors and triggers their

differentiation to form neuroblasts/ immature neurons.

ECS treatment increases BDNF expression

BDNF has been shown to support adult hippocampal neurogenesis [30]. we thus examined whether
hippocampal levels of BDNF were modified after administering ECS. On D4 following ECS
freatment, luppocampal BDNF mBENA and protemn levels, were 108.9% and 66.3% higher,
respectively, in ECS-treated MAPS KO mice compared to sham-treated mice (1.23 = 0.32 for sham
(n=7) vs. 2.57 = .23 for ECS-treated nuce (n=7), arbitrary units, umlateral Mann-Whitney test, p=
0.0087; Figure 2F and 42.65 = 1.49 for sham (n=12) vs. 67.48 = 3.36 for ECS-treated nuce (n=10).
pg/mg total protems. unilateral Mann-Whitney test, p= < 0.0001; Figure 2G). Thus, in MAP6 KO

mice, ECS enhances the expression of the trophic factor, BDINF.

ECS treatment enhances survival of hippocampal neurons born before treatment and favors
their maturation and integration
The proliferation of neuronal progenitors induced by ECS freatment cannot account for the rapid

behavioral improvement observed from D1 after treatment (Figure 1B, 1D) as, in mice, progenitors
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would require 4 weeks to differentiate before actively contributing to neuronal functions. We thus
examined how ECS fireatment affected the infegration of the spontaneously bomn
neuroblasts/immature neurons into the preexisting neuronal network. To do so, spontaneously
proliferating cells were labeled with BrdU 4 weeks before the end of ECS treatment. Following
ECS treatment, the number of BrdU-positive cells, corresponding to the set of newbomn cells which
had reached maturity, was measured (timeline shown Figure 3A). EC5-treated MAPG KO muce had
73% more BrdU-positive cells in their hippocampus than sham-treated mice (498 + 69 for Sham
(=8) vs. 828 = 96 for ECS-treated mice (n=8). unilateral Mann-Whitney test, p=0.0076; Figure
3B). The nature of proliferating cells, was determined 3 days after ECS treatment using the
neuronal marker NeulN. In ECS-treated mice, 92+0 9% of BrdU-positive cells were NeuMN-positive
m the granular zone (out of 301 cells counted from four muce). ECS therefore strongly enhances the
survival and mtegration of spontaneously produced newborn neurons in the luppocampus of MAPG
KO mice.

To assay if enhanced survival of hippocampal neurons might be a general consequence of ECS
freatment, we analvzed neuron survival mn corfisone (COBRT)-induced depression, a neuroendocrine
depression model known to positively respond to ECS treatment [21]. CORT was administered to
male wild-type mice by addition to drinking water. Proliferating cells were labeled with EdU. 4
weeks before the end of ECS treatment (fimeline shown Figure 3C). Following freatment, we
determined the number of hippocampal EdU-positive cells, comresponding to the set of newbom
cells which had reached maturity. ECS-treated CORT muce had 125% more EdU-positive cells in
their hippocampus than sham-treated mice (293 = 13 for Sham (n=10) vs. 661 = 34 for ECS-treated
mice (n=10), vnilateral Mann-Whitney fest. p < 0.0001,; Figure 3D). ECS therefore strongly
enhances the survival and integrafion of spontaneously produced newborn neurons in the
hippocampus of CORT treated nuce. simular to its effect in MAPG KO mice.

he maturation and integration status of these newbom neurons was mvestigated in MAPG KO muce,

using a retrovinis (pCAG-IRES-GFP virus) to identify cells in the dentate gyrus; the timeline was
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as shown m Figure 3A (vims injection replacing BrdU injection). GFP was visualized on D4 affer
ECS treatment, i.e., four weeks affer virus injection, fo allow meorphological identificafion of
newbom nenrons, including their dendritic organization and complexity (Figure 3E). Sholl analysis
of neuwronal dendnitic arborization indicated increased dendrific complexity in ECS-treated animals,
with a 30% increase in the number of dendritic intersections (2.58 = (.12 for Sham (n=11) vs. 3.38
= 0.2 for ECS5-treated mice (n=8). umlateral Mann-Whitney test, p= 0.0022, Figure 3F). Dendrific
spine density was also increased (+22%) in the distal part of newbom neurons after ECS treatment
(1.35=0.17 for Sham (p=10) vs. 1.66=0.09 for ECS-treated mice (n=19) spines/um_ Unilateral
Mann-Whitney test, p=0.0284, Figure 3G). In addition. we examined the three main morphologies
for spines: thin, stubby and mushroom spines (Figure 3H). No difference in densify was observed
for thin and stubby spines between treatments, however the densitv of mature mushroom-like spines
was significantly lugher after ECS treatment compared to sham treatment (0.07=0.01 for Sham
(n=10) vs. (0.17=0.01) for ECS-treated mice (n=19) spines/uwm; unilateral Mann-Whitney test, p<
0.0001, Figure 3H). These results suggest that ECS freatment boosts dendnific arborization and
mature spine density, enhancing the connectivity of neurons already present before ECS freatment.

Reduced dendritic spine density has been reported in animal models of depression [31, 32]. We also
observed reduced spine density (compared to WT mice) in MAPS KO mice cross-bred with Thyl-
eYFP-H transgenic mice to visualize dendntic spines fn vive in layer 5 cortical neurons (Peris 2018,
submitted). Using these ammals. we assessed how ECS treatment affects spine density in mature
cortical neurons (Figure 3I). ECS freatment increased spine density by 29% compared to sham
freatment (1.07=0.06 for Sham (n=17) vs. 1.36=0.09 for EC5-treated muce ({n=20) spines/um,
unilateral Mann-Whitney test, p=0.0303. Fizure 37T). indicating that ECS treatment induces a

general increase in dendrific spine densify.

Behavioral improvement of MAPS KO mice was associated with survival of newborn neurons
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As owr animal model exhibited constitutive symptoms which were alleviated just after ECS
freatment. we evaluated long-term effects including possible relapse, as observed in humans treated
by ECT. The NSF test was applied at several time pomts following treatment (Figure 4A). The
latency to eat in ECS-treated mice remained lower than in sham-freated nuce at D10 (-69.9%) and
D17 {-68.2%) post-treatment (D10, 458 = 81 s for Sham (n=13) vs. 138 = 26 s for ECS5-treated muce
(n=13). unilateral Mann-Whitney test, p= 0.0005; D17, 493 = 103 s for Sham (n=7) versus 114 =
35 s for ECS-treated muce (p=7). umilateral Mann-Whitney test, p= 0.0055, Figure 4B). In confrast.
at D33 post-treatment. the differences between the two groups were no longer significant (Figure
4B). Thus, ECS treatment alleviated the depressive/anxiety-like state of MAPS EO mice for at least
17 days after treatment.

We next examined the survival of newborn neurons over time (Figure 4A). The mumber of
surviving newbom neurons was significantly increased in ECS-freated mice compared fo sham-
treated mice at D11 (+70%), D18 (+108%) and D40 (+44%) post-treatment (D11, 374 = 72 for
sham (n=7) vs. 635 = 16 for ECS-treated mice (n=0). unilateral Mann-Whitney test. p= 0.0175;
D18, 23%= 27 for sham (n=7) vs. 498 = 45 for ECS-treated mice (n=7), umlateral Mann-Whitney
fest, p= 0.0006; D40, 114 = 10 for sham ({n=>5) vs. 164 = 10 for EC5-treated mice (n=0), unilateral
Mann-Whitney test, p= 00273, Figure 4C). Interestingly. there were fewer positive cells in the
ECS-treated group at D40 (164 = 10 neurons) than in the sham-treated group at D11 (37472
neurons). Tlis result might explain the behavioral relapse observed at D33 (Figure 4B). The
kinetics of newbormn neuron death appeared similar after ECS or sham treatment.

We analyzed the relationship between behavioral ability (latency to eat in the NSF test) and neuron
survival rates, using the values obtained for each mouse in Fig 4B. Behavioral improvement was
found to significantly correlate with the survival of newbom neurons (R? = 0.18 and p=0.0077). a

result which supports a possible causal link between behavioral and neurobiological effects of ECS.

ECS continuation protocol linked to persistent behavioral and biological improvements
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To prevent the relapse observed after ECS treatment, we set up a continuation protocol and
exanuned ifs effect on behavior and neuronal survival. Following the imfial ECS freatment. mice
were treated by a confinuation protocol for 5 weeks, applying two active ECS sessions (ECS/ECS)
or two sham freatments (ECS/sham) per week (Figure 3A) The NSF test was used 4 days after
completing the protocol. The ECS/ECS protocol maintained the behavioral improvement (latency to
eat 126=25 s, n=0) better than the ECS/sham treatment (latency 387£88 s, n=10) (umlateral Mann-
Whitney test, p= 0.011, Figure 5B). MNotably, the latency to eat in MAPG KO mice after EC5/ECS
freatment was similar fo that exlubited by ECS-treated mice at D10 and D17 (Figure 4B). whereas
after ECS/sham treatment. the latency to eat was in the same range as that measured for ECS-
treated mice at D33 (Figure 4B).

To determine the effect of the continuation protocol on the survival of newborn neurons, two pools
of proliferating neurons were labeled: neurons spontaneous proliferating 4 weeks before the end of
the 1nitial ECS treatment (EdU injection), and neurons prohiferating at the end of the mmfial ECS
freatment (BrdU) (timeline shown in Figure 5A). On D40 after completing the imtial ECS
treatment. the mumber of EdU and BrdU cells in ECS/ECS- and ECS/sham-freated mice was
determined for the whole hippocampus. The number of EdU-positive cells (neurons spontaneously
bomn 9 weeks before counting) was not significantly different between ECS/ECS- and ECS/sham-
freated mice (Figure 5C). In confrast, the number of BrdU-positive cells (neurons born 5 weeks
before counfing) was significantly higher in ECS/ECS5-treated muce (1917=393 neurons, n=2) than
in ECS/sham-treated mice (983=205 neurons, n=9) (unilateral Mann-Whitney test, p= 0.0252,
Figure 5D).

These results indicate that the ECS continuation protocol promoted the survival of newbom neurons
produced during the imitial ECS tfreatment, possibly enabling the persistence of behawioral

improvement.
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Discussion

In this study we used MAP6 KO mice, an animal model with constitutive hallmarks of psychiatric-
like disorders to analyze the behavioral and long-range biological effects of ECS.

Proteomics analysis of brain or hippocampal protein content revealed no major detectable changes
after ECS treatment. It nught be of interest in future studies to determune the proteomic profile for
more specific compartments, such as the synaptic compartment by working on synaptosomal
preparations. By applying sub-fractioning it will be possible to analyze more than the tip of the
iceberg and to quantify anv changes in expression levels for non-major proteins. As no relevant
specific biological pathway was identified by our proteomics analysis. we focused our study on the
neurogenic effects of ECS. Indeed, adult hippocampal neurogenesis 1s known to be reduced in
depressive conditions, both in animal models and m humans [25, 33, 34], and experiments
mvolving ablation of nenronal progenifors indicate that active neurogenesis 1s necessary for ECS fo
be effective [21. 25].

Proliferafion of neuronal progenitors is reported to be increased after ECS freatment in several
animal models of depression [21, 33]. and ECS boosted their proliferation 1n our model However,
this proliferation increase might not be fully responsible for the rapid efficacy of ECS. Indeed, our
results clearly demonstrate, for the first time, that ECS freatment efficiency most probably relies
also on a direct and rapid increase in survival of hippocampal neurons, associated with an overall
increase in synaptogenesis and synapse remodeling. Post-treatment, the newly-integrated neurons
exhibit greater dendritic complexity and larger numbers of mushroom-type active dendritic spines,
which allow befter infegration in existing neuronal networks. Based on these findings, we
hypothesize that ECS enhances hippocampal and cortical neuronal connectivity and functions.
BDNF expression was also increased following ECS. Although the cellular pathways for adult
hippocampal neurogenesis are currently not fully deciphered, a prominent role for BDNF and its
signaling pathway may boost the mtegration and survival of newborn neurons, with a pivotal role in

regulating spine density [36. 37]. Moreover, like Zhao et al [38]. who showed increased spine
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density in mature hippocampal neurons in rats following ECS, dendritic spine density was also
increased in mature cortical neurons in our model animals. Altogether, these results suggest a
general increase in overall glutamatergic neuronal connectivity. Alterations to the Hypothalamic
Pitnitary Adrenal (HPA) axis have been reported in psvchiatric disorders. in particular, it is known
to be hyperactive in depressive conditions [39]. The HPA awis is negatively controlled by the
hippocampus, thus the increased efficacy of hippocampal glutamatergic neurotransmission
following ECS could tone down the hyperactivation of the HPA awis, producing improvements in
depressive/anwiety symptoms. ECS-induced neurogenesis in brain areas involved in psychiatric
disorders such as frontal areas and striatim may also account for the behavioral improvement
observed [40, 41].

In our model, like in humans [42, 43], a behavioral relapse was observed several weeks after
completing ECS treatment Interestingly, this relapse was associated with the loss of recently-
integrated neurons. Thus, ECS treatment does not increase the longevity of neurons. The behavioral
relapse occurs even if the progenitor pool was enhanced during ECS treatment, indicating a failure
to further integrate. In an attempt to maintain a higher integration rate for newborn neurons, we
applied a contimation protocol similar to the highly beneficial protocol used in humans [43, 44].
Two stimulations per week for 5 weeks following the nitial ECS treatment were found to prevent
relapse, with sustained survival of newborn newrons and associafed behavioral improvements.
Owerall, our data are compatible with the hypothesis that the mifial ECS treatment favors
proliferation of progenitors and promotes the survival of neurons born before ECS treatment, while
continuation protocols allow the survival of nenrons bom dunng the mitial ECS freatment.

These new findings allow us to propose a timeline for ECS action. The beneficial effect observed
mmmediately after ECS freatment may mainly be due fo increased survival and integration of
spontaneously produced newbom neurons combined with a rapid increase i overall neuronal
connectivity. The advantage of applying a continuation protocol is clear as behavioral defects are

persistently alleviated, probably thanks to continwed integration of new neurons. Compared tfo
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pharmacological treatments. including anfidepressants and anfipsychotics known to enhance
proliferation [45-49]. the more rapid effect of ECS 1s probably due to the enhanced infegration of
neurons, which is not triggered by dmig treatments. The enhanced neuronal survival we observed in
the neurcendocrine CORT model [6, 7] largely favors this hypothesis.

Our model should help to optinuze the stimulation schedule over time with the objective of
minimizing the number of sessions while maintaining an optimal level of behavioral improvement.
In particular it will be of interest to determine if the confinuation treatment alone, without the acute
treatment. is sufficient to obtain sustained behavioral effects.

Translation of the present results to humans is hampered by several limitations. The method by
which ECS 15 administered in mice may produce biological and behavioral effects that are quite
distinet from those induced by human FCT as current distribution might differ due to electrode
placement and duration/intensity of stinmlation. Also, in contrast to lmman studies, for each animal,
we did not consider the seizure threshold so as to adapt the mtensity of stinmlation accordingly.

In clinical conditions, ECT is offen administered to patients alongside pharmacological therapies.
and continuation protocols associate ECT with a maximal antidepressant dose to prevent relapses
[41]. Very few randomized studies have been published describing the combination of ECT and
pharmacological freatments in humans [50-54]. This lack of data most probably stems from the
difficulty of recrmting sufficiently large patient cohorts. The studies published mainlv relate to
venlafaxine, lithinm or ketamine [50-34]. Thus. our mice model will be a nice tool to directly
compare the capacity of several pharmacological molecules to potentiate ECT treatment,
particularly during consolidation phases.

Our resulis suggest that ECS efficacy 15 linked fo increased neuron survival associated with
enhanced nenronal connectivity (increased spine density). Both these events can be considered as
markers of alleviation of depressive-like behaviors. These preclinical bio-markers might be of
imnferest when assaying the potential anfi-depressive activity of any mmovative neurc-active

molecules. It will be of interest to assess the impact of epothilone D or Davunetive on these
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biomarkers, as both molecules have been shown to alleviate several MAPS behavioral deficats [11,
55-58].

Finally. within the context of the recent confroversy surrounding the existence of adult neurogenesis
in humans [59, 60], the results presented here implicating neurogenesis in ECT's efficacy.
associated with the observation of an increased hippocampal volume following ECT treatment in

humans [61], both support active neurogenesis in human hippocampus.
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Legends

Figure 1: ECS treatment affects behavior

(A) Timeline for ECS and behavioral tests. MAP6 KO mice received 10 ECS sessions (see
experimental procedures) before testing with the forced swim test (FST) on day 1 and nowvelty

suppressed feeding test (NSF) 4 days after the end of ECS.

(B) ECS treatment decreased immobility time in the forced swim test. The total duration of
ummobility and climbing was measured at D1 (mean + s.e.m ; n=10 and n=11 for sham- and EC5S-
freated muce, respectively; Mann-Whitney test. * p = 0.0138 for immobility and p = 0.0166 for
chmbing).

(C) MAP6-KO nuce exlubited higher latency to eat compare to WT mice in the novelty suppressed

feeding test. (mean = sem: n=7 and 0=9 for WT and MAPG6 KO muce, respectively, Mann-

Whitney test, * p=0.0131).

(D} ECS treatment decreased latency to eat at D4 i ECS-treated MAPS KO mice compared to
sham-treated MAPS KO mice in the NSF test (mean = sem  n=13 for sham- and ECS-treated

mice; Mann-Whitney test, * p =0.0289).
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Figure 2: ECS treatment enhances proliferation of hippocampal progenitors

(A) Timeline illustrating ECS and BrdU administration. MAPS KO mice received 10 ECS sessions

and were mjected 3 times with BrdU from D3 to D4 after the final ECS session.

(B) Representative images of cells stamed by BrdU anfibodies 1n the dentate gyrus of sham- and

ECS-treated MAPS KO mice. Scale bar=400pum.

(C) ECS treatment increased the number of BrdU-positive cells in the sub-granular zone of the
hippocampus at D4. Number of BrdU-positive cells per hippocampus (mean = s e m.; n=4 and n=>5

for sham- and ECS-treated mice, respectively. Mann-Whitney test, * p = 0.0278).

(D) Representative images of immunochemistry experiments fo reveal DCX-positive cells in the

dentate gyrus of sham- and ECS-treated MAP6-KO mice. Scale bar=400pum.

(E) ECS treatment increased the number of DCX-positive cells in the granular cell laver of the

hippocampus at D4. Number of DCX-positive cells per hippocampus (mean + s.e.m.; n=8 for sham-

and ECS-treated muice, Mann-Whitney test, *** p < 0.0001).

(F) ECS treatment increases BDINF mRNA levels in the hippocampus of MAP6-KO mice at D4.
BDNF mRNA levels were quantify by real-time RT-gPCR (mean = s e m , n=7 for sham- and ECS-

treated mice, Mann-Whitney test, ** p =0.0087).

(G) ECS treatment increased BDINF protein expression in the hippocampus of MAPG6-KO muce at
D4. BDNF was quanfified by ELISA (mean + s.e.m.; n=12 and n=10 for sham- and ECS-treated

mice, respectively. Mann-Whitney test, *** p < 0.0001).
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Figure 3: ECS treatment improves survival and integration of newborn hippocampal neurons

(A) Timeline for administration of ECS and BrdU or retrovims. 4 weeks before the final ECS

session, retrovirus of BrdU were injected. All measurements were performed at D4

(B) ECS treatment increased the number of BrdU-posifive cells in the subventricular zone of the
hippocampus. Number of BrdU-positive cells per hippocampus (mean = sem ;| n=8 for sham- and

ECS-treated mice; Mann-Whitney test, ** p=0.0076).

(C)Timeline for administration of CORT and EdU.

(D) ECS freatment increased the number of EdU-positive cells in the subventricular zone of the
hippocampus. Number of EdU-positive cells per hippocampus (mean = s.e.m ; n=10 for sham- and

ECS-treated mice; Mann-Whitney test, *** p= 0.0001).

(E) Representative images of newborn neurons infected by the refrovirus, m the dentate gyrus of

sham- and ECS-treated MAPG-KO mice.

(F) Quanfification of dendritic arborization complexity by Sholl analysis mean infersection (mean =
sem; n=11 and n=8 neurons from 2 and 3 sham- and ECS-treated mice, respectively; Mann-

Whitney test. ** p=0.0022).

(G-H) ECS ftreatment increases total spine density (E) and mushroom-like spine density (F) m
newhom neurons (mean = s.e.m ; n=10 and n=12 dendritic segments from 2 and 3 sham- and EC5-

treated mice, respectively; Mann-Whitney test, * p=0.0284, *** p = 0.0001).

(T) Representative images of spines in the cortex of Sham- and ECS-treated MAPG-EO mice, scale

bar: 10 pm.

(I) ECS freatment increases spine densify in cortical neurons (mean = s.em; n=17 and n=26
dendritic segments from three sham- and EC5-treated mice, respectively; Mann-Whitnev test, * p=

0.0303).
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Figure 4: Time course for efficacy of ECS treatment

(A) Timeline for ECS and EdU administrations.

(B) ECS treatment decreased latency to eat at several time points (mean = s.e.m.; at D10, n=13 for
sham- and ECS-treated muce; at D17, n=7 for sham- and ECS-treated mice; at D33, n=7 and n==8 for
sham- and ECS-treated mice, respectively; Mann-Whitney test, *** p = 0.0005, ** p=0.0055; ns,

not significant).

(C) ECS treatment increased the number of EdU-positive cells in the hippocampus at several time
points (mean = s.e.m.; at D11: n=7 and n=6 for sham- and ECS-treated mice, respectively; at D18:
n=7 for sham- and ECS-treated mice; at D40, n=> and n=0 for sham- and ECS-treated mice,

respectively; Mann-Whitney test, * p=0.0175, *** p=0.0006, *p =0.0273).

(D) Latency to eat significantly correlates with % of EdU-posifive cells i the hippocampus
(number of EdU-positive cells for each animal (n=19 for Sham- and n=19 for ECS-treated mice)

divided by the mean number of EdU-positive cells in sham-treated animals).

77



Figure 5: ECS continuation protocol prolongs behavioral and biological effects of ECS

(A) Timeline illustrating continuation freatment and BrdU/EdU mjections. After the mitial ECS
freatment (as 1n Figure 1A). mice received ECS or sham treatment twice a week, for 5 weeks

(continuation treatment).

(B) ECS/ECS treatment induced sustained behavioral improvement compared to ECS/sham
treatment. 5 weeks after the end of the imtial ECS treatment the latency to eat m the novelty
suppressed feeding test was maintained in the ECS/ECS group (mean +/- s.em; n=10 and n=9 for

ECS/sham- and ECS/ECS mice, respectively Mann-Whitney test- * p=0.011).

(C) Number of EdU-positive cells in the hippocampus on D4 following the ECS continuation

treatment (mean +/- s.e. m. n=9 for ECS/sham- and ECS/ECS mice)

(D} Number of BrdU-positive cells in the lnppocampus on D4 following the ECS confinmation
freatment (mean +/- 5. em. 0= for ECS/sham- and ECS/EC5-treated muce; Mann-Whitney test, * p

=0.0252).
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Figure 3
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Figure 5
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