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Résumé 

Ce travail de thèse a permis dans un premier temps de décrire les patrons d’activités observés 
in vivo dans la région CA1 de l’hippocampe de lors des deux premières semaines de vie postnatales chez 
la souris. Dans un second temps nous avons disséqué les circuits neuronaux soutenant ces activités. 
Enfin, nous nous sommes intéressés à comprendre en quoi l’activité participait au développement 
anatomique et fonctionnel de CA1. 

Nos résultats mettent en évidence le lien déjà établi entre un retour de l’information sensorielle 
lié aux myoclonies du sommeil de la souris et une activation dans la région de CA1 de l’hippocampe 
lors de la première semaine de vie. En utilisant une approche de chimio-génétique nous avons pu étudier 
l’influence, lors de cette première semaine, d’autres régions se projetant sur CA1. Ainsi, nous avons pu 
montrer que les informations sensorielles étaient relayées à l’hippocampe via le cortex entorhinal, 
comme cela était suggéré par Valeeva et collaborateurs. Des résultats in vitro montrent que le noyau 
réuniens pourrait également moduler l’activité de CA1, nos résultats in vivo montrent que ce noyau 
serait lui impliqué dans la modulation de l’activité des cellules pyramidales, mais pas dans leur 
synchronisation. Nous avons mis en évidence une inversion rapide de la relation entre mouvement et 
activité autour du neuvième jour postnatal (P9). En effet, alors que le mouvement était suivi d’une 
activation dans CA1 avant P9, il entraîne une forte réduction de l’activité à des stades plus tardifs. Cette 
transition dans l’activité du réseau de CA1, en réponse au retour sensoriel, coïncide avec l’âge auquel 
nous avons observé un développement rapide de l’innervation périsomatique inhibitrice sur les cellules 
de la couche pyramidale de CA1. Elle est également marquée par l’émergence d’activités en dehors des 
périodes de mouvements, ce qui traduit le désengagement de l’hippocampe des inputs sensoriels. Enfin, 
nous avons pu montrer que le développement de l’innervation périsomatique issu des interneurones à 
parvalbumine (PV) dépendait en partie de l’activité des interneurones somatostatinergiques de 
l’hippocampe puisque en inhibant ces derniers, nous affectons le développement axonal des neurones 
PV.  
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Abstract 

This thesis work first described the activity patterns observed in vivo in the CA1 region of the 
hippocampus in mice during the first two weeks of postnatal life in mice. We then sought to understand 
the neural circuits supporting these activities. Finally, we were interested in understanding how the 
activity contributes to the anatomical and functional development of CA1. 

Our results highlight the already established link between sensory feedback related to mouse 
sleep twitches and activation in the CA1 region of the hippocampus during the first week of life. Using 
a chemogenetic approach we could study the influence of other regions projecting to CA1 during the 
first week of life. Thus, we could show that, as suggested by Valeeva and colleagues, sensory 
information is relayed to the hippocampus via the entorhinal cortex. In vitro results show that the 
reuniens nucleus could also modulate CA1 dynamics. In addition, in vivo results show that this nucleus 
would be involved in the modulation of the activity of pyramidal cells but not in their synchronization. 
We have shown a rapid inversion of the relationship between movement and activity around postnatal 
day nine (P9). Indeed, whereas movement was followed by activation in CA1 before P9, it leads to a 
strong reduction of activity at later stages. This transition in CA1 dynamics in response to sensory 
feedback coincides with the age at which we observed a rapid development of inhibitory perisomatic 
innervation onto CA1 pyramidal cells. This transition is also marked by the emergence of activity 
outside the periods of movement, which reflects the disengagement of the hippocampus from sensory 
inputs. Finally, we could show that the development of perisomatic innervation from parvalbumin 
expressing interneurons depends at least in part on the activity of hippocampal somatostatin 
interneurons.  
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AVANT-PROPOS 

Le développement du cerveau et la mise en place de circuits neuronaux fonctionnels dépendent à la fois 
de programmes génétiques, de l’activité neuronale et d’interactions environnementales. L’équipe de 
Rosa Cossart que j’ai pu rejoindre pour réaliser ce travail de thèse s’intéresse entre autres à comprendre 
comment les propriétés fonctionnelles d’un réseau de neurones observé chez l’animal adulte émergent 
lors du développement. Après avoir contribué à la description de l’évolution de l’activité in vitro de 
l’hippocampe lors des phases précoces du développement (Crépel et al., 2007), puis à l’identification 
d’une sous-population d’interneurones générée tôt lors du développement embryonnaire, appelée 
neurones hubs, participant au contrôle des activités synchrones (Bonifazi et al., 2009; Picardo et al., 
2011), l’équipe a montré que ces interneurones hubs conservent des propriétés anatomiques et 
fonctionnelles « extraordinaires » dans l’hippocampe chez l’animal adulte (Bocchio et al., 2019). Il a de 
plus été montré que l’âge de naissance embryonnaire des cellules pyramidales détermine en partie leur 
intégration dans des microcircuits hippocampiques impliqués dans différentes fonctions cognitives 
(Cavalieri et al., 2021; Huszár et al., 2022). Ainsi, il est mis en évidence que certains facteurs 
développementaux contraignent la dynamique de l’activité neuronale dans l’hippocampe chez l’animal 
adulte.  
 Au-delà de contraindre la dynamique de l’activité d’un réseau de neurones, le développement 
et l’activité précoce participent à l’évolution du circuit et à l’émergence des patrons d’activités observés 
plus tardivement. Le rôle de l’activité dans le façonnement du réseau adulte a principalement été étudié 
dans deux aires corticales sensorielles : le cortex visuel et le cortex en baril. L’étude du développement 
de ces deux aires a permis la mise en évidence de plusieurs étapes développementales et transitions dans 
la maturation des circuits corticaux (voir par exemple Fig. 3 (Cossart and Garel, 2022)). Plusieurs de 
ces transitions sont dans un premier temps dépendantes de l’activité puis également dépendantes de 
l’expérience de l’animal au cours de ce que l’on appelle une période critique. Ces périodes critiques 
dans le développement de ces aires sensorielles sont identifiables expérimentalement en altérant 
l’expérience sensorielle qu’elle soit visuelle ou tactile au niveau des vibrisses à un stade 
développemental précis (pour revues voir par exemple (Hensch, 2004, 2005)). Contrairement à ces deux 
régions corticales, l’hippocampe n’est pas une aire sensorielle, il n’est donc pas évident de définir une 
période critique ou des transitions développementales via l’altération d’une modalité sensorielle 
particulière. Cependant, comme ce travail de thèse le montrera le développement de l’hippocampe est 
également marqué par des transitions comparables à celles observées dans d’autres régions corticales. 

Une courte introduction générale présentera dans un premier temps l’anatomie et les activités 
caractéristiques de l’hippocampe chez la souris adulte en lien avec ses fonctions cognitives, puis des 
études décrivant l’activité hippocampique lors des phases précoces du développement postnatal in vitro 
et in vivo, enfin la dernière partie de l’introduction présentera de façon plus générale un contexte 
développemental et notamment le rôle de l’activité dans le façonnement anatomique et fonctionnel des 
réseaux neuronaux. 

Dans ce cadre développemental, le premier objectif de ce travail de thèse était de décrire 
l’évolution de l’activité dans la région CA1 de l’hippocampe au cours du développement jusqu’à 
l’apparition des patrons d’activités adultes tels que décrit précédemment dans l’équipe (Malvache et al., 
2016; Villette et al., 2015). Pour cela nous avons mis en place un protocole expérimental permettant 
d’enregistrer l’activité d’une large population de neurones de la région de CA1 de l’hippocampe lors du 
développement postnatal précoce en utilisant une approche d’imagerie calcique à deux photons (voir 
méthodes), ainsi que des outils d’analyse permettant la description de l’activité enregistrée (voir résultats 
(Denis et al., 2020)). Cette description de l’activité lors des deux premières semaines de vie a permis la 
mise en évidence d’une transition majeure dans la dynamique de CA1 en début de deuxième semaine 
de vie (voir résultats (Dard et al., 2022)). Une deuxième étude nous a permis de décrire plus en détails 
les circuits neuronaux impliqués dans le contrôle des activités que nous avions décrites (voir résultats 
(Leprince et al., 2022)). Des études en cours dans l’équipe visant à comprendre les mécanismes par 
lesquels l’activité observée participe au développement anatomique et fonctionnel de l’hippocampe 
seront brièvement présentées (voir résultats non publiés).  

Enfin, une discussion reprendra d’abord les différents sous objectifs de ce travail de thèse, leurs 
limitations et enfin quelques poursuites possibles. Puis elle replacera ce travail dans un contexte 
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développemental plus large, en abordant premièrement la période développementale au cours de laquelle 
les patrons d’activités observés chez l’adulte apparaissent probablement (Farooq and Dragoi, 2019; 
Muessig et al., 2019), puis en présentant une comparaison avec les transitions développementales 
observées dans le cortex au même âge, enfin en discutant certains aspects évolutifs du développement. 
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CHAPITRE 1 : L’hippocampe chez la souris adulte 

Ce premier chapitre a pour objectif d’introduire succinctement l’anatomie de l’hippocampe, sa 
connectivité interne et externe ainsi que les cellules qui le constituent. Cette première partie introduira 
également la mise en place des connexions intra et extra-hippocampiques au cours du développement. 
Dans un second temps, ce chapitre présentera brièvement certaines dynamiques neuronales en lien avec 
le rôle de l’hippocampe dans la navigation spatiale et la mémoire épisodique. 

1.1 Description anatomique brève 

Dessiné pour la première fois par Ramon y Cajal (Ramon y Cajal, 1911), l’hippocampe est une structure 
dont l’anatomie a été largement décrite. Cette section présentera très rapidement premièrement la 
structure de l’hippocampe, puis sa connectivité interne ainsi que sa connectivité avec d’autres régions, 
enfin les différents types de neurones qui le constituent. Dès que possible l’aspect développemental sera 
introduit dans les différentes sections. 

A – La structure de l’hippocampe 

L’hippocampe est une structure corticale bilatérale, située sous la surface du cortex, faisant partie du 
système limbique classiquement décrite comme impliquée dans des fonctions d’apprentissage, de 
mémoire et d’émotions. L’hippocampe se compose de deux structures : le gyrus denté et la corne 
d’Ammon (CA) elle-même divisée en trois régions CA3-CA2-CA1. Le travail de thèse présenté porte 
spécifiquement sur l’étude de la région CA1 de l’hippocampe. 

Le gyrus denté et les régions de la corne d’Ammon sont organisés en couches (aussi appelées 
stratum). En partant de la surface du cortex, des couches les moins au plus profondes, on retrouve 
successivement le stratum oriens (so), le stratum pyramidale (sp), le stratum radiatum (sr) et le stratum 
lacunosum moleculare (slm) avec spécifiquement au niveau de CA3 en plus de cela le stratum lucidum 
intercalé entre le stratum pyramidale et le stratum radiatum. Au sein de la corne d’Ammon les cellules 
pyramidales ont leurs corps cellulaires (ou soma) localisés dans la couche pyramidale. Ces cellules 
pyramidales ont leurs dendrites apicales au niveau du stratum radiatum et du lacunosum moleculare et 
un axone qui traverse le stratum oriens et se projette dans le subiculum. Les interneurones de cette 
région de l’hippocampe sont distribués de façon non-homogène dans l’ensemble de ces couches. Cette 
distribution sera présentée plus en détails ultérieurement en lien avec les différents type d’interneurones 
présents.  

B – La connectivité de l’hippocampe 

Cette section présentera premièrement la connectivité interne à l’hippocampe, entre les différentes sous 
régions et celle observée au sein de la région de CA1 qui est l’objet de ce travail de thèse. Ensuite elle 
abordera la connectivité externe de l’hippocampe et particulièrement celle du cortex entorhinal et du 
noyau réuniens vers l’hippocampe puisque le rôle de ces connexions dans la modulation de l’activité de 
CA1 au cours du développement sera présenté dans la partie résultats  (Leprince et al., 2022). Chacune 
de ces deux sous parties présentera d’abord la connectivité chez l’adulte avant de présenter leur mise en 
place au cours du développement. 

a – La connectivité interne de l’hippocampe 
Le gyrus denté et les régions de la corne d’Ammon sont connectés successivement par un circuit appelé 
boucle trisynaptique. Ce circuit met en jeu successivement le gyrus denté, la région de CA3 puis celle 
de CA1. Dans ce circuit l’information en provenance de la couche 2 du cortex entorhinal (une des 
principales sources de connexions entrantes sur l’hippocampe – voir section suivante) via la voie 
perforante atteint le gyrus denté, puis transite jusqu’à CA3 via les fibres moussues (Claiborne et al., 
1986) avant de rejoindre CA1 via les collatérales de Schaffer (Shepherd and Harris, 1998). Les cellules 
pyramidales de la région de CA1 se projettent ensuite vers le subiculum, principale voie de sortie de 
l’information et vers les couches 5et 6 du cortex entorhinal. Cette connectivité intra-hippocampique 
entre différentes sous-régions se met en place au cours du développement. Notamment la connectivité 
de CA3 vers CA1 (Figure 1.1) qui se développe à partir de P2 puis mature en fin de de première semaine 
de vie (Durand et al., 1996; Gomez-Di Cesare et al., 1997).  
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En plus de ces connexions entre sous-régions, les différentes parties de la corne d’Ammon ont 
des connectivités locales spécifiques. La région de CA3 présente spécifiquement des connexions 
récurrentes entre neurones pyramidaux (Lebovitz et al., 1971; Miles and Wong, 1986).  Ces connexions 
récurrentes participent aux activités de réseau de CA3. Notamment ce type de connexion participent à 
la génération des oscillation de type « sharp-wave » ou encore à la formation d’un réseau associatif 
permettant la complétion de patron et le rappel d’informations stockées (pour revue voir par exemple 
(Miles et al., 2014)). Dans la région de CA1 ces connexions récurrentes entre cellules pyramidales sont 
considérées absentes ou très peu nombreuses (Geiller et al., 2022) et les récurrences dans ce réseau sont 
portées par les connexions réciproques entre cellules pyramidales et interneurones, et notamment par 
les interneurones périsomatiques qui seront présentés dans une section suivante. Ces connexions locales 
inhibitrices dans la couche pyramidale de CA3 et CA1 émergent respectivement en fin de première 
semaine de vie et en début de deuxième semaine (Marty et al., 2002; Morozov and Freund, 2003). La 
participation du développement de la connectivité inhibitrice locale à l’évolution de l’activité de la 
région de CA1 au cours du développement sera présentée dans la partie résultats (Dard et al., 2022). De 
façon plus général ce point sera abordé dans le cadre du néocortex (voir chapitre 3, partie 3.2 et 
discussion).  

b – La connectivité externe de l’hippocampe:   
L’hippocampe est une structure intégrant un grand nombre d’entrées provenant de régions corticales et 
sous-corticales. Il reçoit notamment des entrées en provenance des deux autres structures de la formation 
hippocampique que sont le cortex entorhinal et le subiculum. L’hippocampe est également connecté 
entre autres au septum, au thalamus, à l’hypothalamus, à l’amygdale. Parmi ces structures, la 
participation du cortex entorhinal et du noyau réuniens au développement de l’activité de la région de 
CA1 a été étudiée plus en détails dans ce travail de thèse.  L’organisation anatomique de ces afférences 
extra-hippocampiques ainsi que leurs rôles dans l’organisation de l’activité de CA1 chez l’animal adulte 
est décrite de façon exhaustive dans une thèse – chapitre 2 « Rôle des afférences extra-hippocampiques 
sur la dynamique du réseau de CA1 adulte » (Leprince, 2021). Les deux paragraphes suivant 
présenteront les connexions du cortex entorhinal et du noyau réuniens vers l’hippocampe. 

Le cortex entorhinal est une structure hautement interconnectée avec l’hippocampe (van Strien 
et al., 2009; Witter, 1993; Witter et al., 2006). Du cortex entorhinal vers l’hippocampe, ces connexions 
se font via deux voies de projection, une voie indirecte et une voie directe. La voie indirecte consiste en 
la connexion entre les neurones de la couche 2 du cortex entorhinal et la couche moléculaire du gyrus 
denté via une voie appelée voie perforante (figure 1.1 et (Hjorth-Simonsen, 1972; Hjorth-Simonsen and 
Jeune, 1972)). On retrouve en plus une connexion directe appelée voie temporoamonique connectant les 
neurones excitateurs de la couche 3 du cortex entorhinal aux neurones pyramidaux de la région de CA1 
via des contacts synaptiques au niveau de la slm de CA1 (Witter et al., 2017). D’un point de vue 
fonctionnel, cette connectivité du cortex entorhinal vers l’hippocampe supporte un transfert 
d’informations sensorimotrices et spatiales nécessaires au rôle de l’hippocampe dans la formation de 
représentations mentales de son environnement par l’animal (voir par exemple Zhang et al., 2014). Ces 
connexions entre le cortex entorhinal et l’hippocampe se mettent en place relativement tôt lors du 
développement chez la souris. En utilisant des injections intra-hippocampiques de DiI, permettant de 
marquer les régions qui s’y projettent, il a été montré que des connexions en provenance du cortex 
entorhinal sont présentes à partir du jour embryonnaire (E)15 avec une arborisation dans le lacunosum 

moleculare à partir de E17 (Supèr and Soriano, 1994). Même si la nature de ces informations diffère de 
chez l’animal adulte, ces connexions du cortex entorhinal vers l’hippocampe sont impliquées dans la 
transmission vers l’hippocampe d’informations sensorimotrices lors du développement postnatal 
précoce (voir chapitre 2, partie 2.2.B et chapitre 3, partie 3.3). Les circuits neuronaux supportant cette 
connectivité entre cortex entorhinal et hippocampe ainsi que leur contribution au contrôle de l’activité 
dans la région de CA1 au cours du développement seront présentés dans la partie résultats (Leprince et 
al., 2022).  

Le noyau réuniens est un noyau du thalamus ventro-médian, ayant des projections excitatrices 
localisées dans la slm de CA1 (Dolleman-Van der Weel and Witter, 2000; Dolleman-Van der Weel et 
al., 1997). Ce noyau thalamique est progressivement apparu comme un relai majeur entre le cortex 
préfrontal et l’hippocampe (voir revues (Dolleman-van der Weel et al., 2019; Vertes et al., 2007)). Ce 
rôle de relai expliquerait par exemple comment le noyau réuniens participerait au codage des trajectoires 
observées dans CA1 (Dolleman-van der Weel et al., 2019; Ito et al., 2015). Les connexions en 
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provenance du noyau réuniens vers l’hippocampe en développement seraient présentes dès P1 (Hartung 
et al., 2016), soit bien plus tôt que la mise en place de sa fonction de relai d’information cognitive entre 
le cortex préfrontal et l’hippocampe. Les circuits neuronaux de CA1 permettant l’intégration de ces 
entrées ainsi que leur participation à l’activité de CA1 lors de la première semaine de vie postnatale 
seront présentés dans la partie résultats (Leprince et al., 2022).  
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Figure 1.1 : Représentation schématique de l’hippocampe et des entrées qu’il reçoit lors du développement 
précoce.  
On retrouve des connexions externes provenant du noyau réuniens (NR) qui se projettent dans le stratum 

lacunosum moleculare (slm) de la région de CA1, du septum médian (MS) qui se projettent principalement dans 

la slm et dans le stratum oriens (so) et du cortex entorhinal médian (MEC). Les cellules excitatrices de la couche 

3 du MEC se projettent sur la slm de CA1 et celles de la couche 2 (MEC L2) se projettent sur le gyrus denté (DG). 

Depuis le DG l’information en provenance du MEC L2 arrive jusqu’au stratum radiatum (sr) de CA1 par le circuit 

local de la boucle trisynaptique via les fibres moussues entre le DG et CA3, puis via les collatérales de Schaffer 

de CA3 vers le sr de CA1. Ces connexions locales se mettent en place de façon retardée par rapport aux connexions 

externes. Les connexions inhibitrices des interneurones en panier (cellule représentée en rouge dans la couche 

pyramidale de CA1) sur le soma des cellules pyramidales se forment également plus tardivement au cours du 

développement postnatal.  

C – Les cellules de l’hippocampe 

a- Les cellules pyramidales et leur diversité 
Les cellules excitatrices de la région de CA1 de l’hippocampe, appelées cellules pyramidales dans la 
suite, ont originellement été décrites et pensées comme une population homogène. Cependant de 
nombreuses données montrent une diversité sur plusieurs aspects tels que les marqueurs moléculaires 
que ces neurones expriment, les afférences qu’ils reçoivent, ou les fonctions dans lesquelles ils sont 
impliqués (pour revues voir par exemple (Cembrowski and Spruston, 2019; Soltesz and Losonczy, 
2018)). Cette diversité est notamment observée selon l’axe radial de la couche pyramidale qui peut être 
divisée en une couche superficielle, côté radiatum et une couche profonde, côté oriens. D’un point de 
vue moléculaire cette distinction est clairement visible au niveau de l’expression de la calbindine, 
protéine de chélation du calcium, qui est fortement présente dans la partie superficielle et pas dans la 
partie profonde (Slomianka et al., 2011). Au-delà de cette différence d’expression de la protéine 
calbindine, les couches profondes et superficielles présentent des profils d’expression différents pour 
plusieurs autres gènes (Cembrowski et al., 2016; Soltesz and Losonczy, 2018). A cette dichotomie entre 
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couche profonde et superficielle correspond une diversité des afférences reçues par les cellules 
pyramidales. Notamment les cellules de la couche superficielle ont plus d’entrées en provenance de CA3 
et du cortex entorhinal latéral (LEC) alors que les cellules de la couche profonde reçoivent plus de 
contacts provenant du MEC, de CA2 ((Kohara et al., 2014; Masurkar et al., 2017) et revue (Soltesz and 
Losonczy, 2018)). La connexion entre les cellules pyramidales et les interneurones en panier exprimant 
la parvalbumine diffère également entre les couches profondes et superficielles. En effet, ces 
interneurones reçoivent plus de contacts provenant des cellules de la couche superficielle et contactent 
en retour préférentiellement les cellules de la couche profonde (Lee et al., 2014). Enfin, l’appartenance 
à la couche profonde ou superficielle détermine également en partie la participation des cellules 
pyramidales aux activités de réseau de la région de CA1. Par exemple, les cellules de la couche 
superficielle participent plus aux « sharp-wave ripples » alors que celles de la couche profonde ont une 
meilleure représentation d’une zone de récompense (pour revue voir (Soltesz and Losonczy, 2018)). De 
façon intéressante cette différence selon l’axe radial de la couche pyramidale s’explique en partie par 
des facteurs développementaux.  

Au sein de cette couche, l’organisation de ces somas selon l’axe radial est dominée par l’âge de 
naissance des cellules. Les cellules pyramidales générées les plus tôt au cours de l’embryogenèse (vers 
E12.5) sont majoritairement localisées dans la moitié de la couche pyramidale appelée couche profonde, 
au contraire les cellules générées plus tardivement (vers E16.5) sont localisées dans la couche 
superficielle. En plus de déterminer leur position au sein de la couche pyramidale, l’âge de naissance 
embryonnaire des cellules pyramidales est un facteur influant sur leurs propriétés morphologiques et 
fonctionnelles ainsi que sur leur connectivité (Cavalieri et al., 2021; Marissal et al., 2012). Tout 
récemment il a aussi été montré que les cellules pyramidales générées au même stade embryonnaire ont 
tendance à présenter des activités plus corrélées entre elles et de prendre part aux même assemblées 
neuronales que des cellules générées à des âges différents (Huszár et al., 2022). Ici, il est possible de 
conclure que le développement contraint la dynamique de l’activité neuronale du réseau hippocampique. 
b- Les interneurones et leur diversité 
Les interneurones de l’hippocampe forment une population diverse. Cette diversité parmi les 
interneurones est connue depuis leur première description anatomique montrant une forte diversité 
morphologique (Lorente De Nó, 1934; Ramon y Cajal, 1911) mais elle se traduit aussi par une diversité 
des propriétés électrophysiologiques et des fonctions différentes dans le contrôle et la modulation de la 
décharge des cellules pyramidales. A cette diversité correspond une diversité de l’origine des 
interneurones lors de l’embryogenèse, à la fois au niveau de leur lieu de genèse et de leur date de 
naissance. Plusieurs revues ont couvert de manière exhaustive ce sujet (voir par exemple (Freund and 
Buzsáki, 1996; Kepecs and Fishell, 2014; Pelkey et al., 2017; Somogyi and Klausberger, 2005)). Cette 
section présentera succinctement certains des points développés dans ces revues. De façon simplifiée il 
est possible de diviser les interneurones en trois grandes catégories en fonction de la localisation des 
contacts qu’ils forment sur les cellules pyramidales. Ainsi on distingue : i) les interneurones axo-
axoniques formant un contact au niveau du segment initial de l’axone d’une cellule pyramidale, ii) les 
interneurones ciblant les dendrites distales des cellules pyramidales, iii) enfin les interneurones 
périsomatiques ciblant le corps cellulaire des cellules pyramidales (voir aussi revue (Kubota et al., 
2016)). Cette section traitera successivement de ces trois types d’interneurones. 
 Les interneurones axo-axoniques de l’hippocampe, aussi appelés neurones en chandelier, 
forment des synapses sur le segment initial de l’axone des cellules pyramidales (Li et al., 1992; Somogyi 
et al., 1983), ils participent au contrôle de l’émission de potentiels d’action par les cellules pyramidales 
et donc à la sortie d’information depuis ces cellules. Ces interneurones expriment la parvalbumine 
(Katsumaru et al., 1988), en plus de ce marqueur commun avec d’autre types d’interneurones, il a plus 
récemment été montré qu’ils peuvent être identifiés grâce à l’expression du récepteur Unc5b dont 
l’expression est hautement spécifique des neurones axo-axoniques (Dudok et al., 2021a; Paul et al., 
2017). L’enregistrement électrophysiologique in vivo de l’activité de ces interneurones montre que leur 
décharge de potentiels d’action se fait principalement au pic de l’oscillation thêta et peu lors des « sharp-
wave ripples » (Klausberger et al., 2003; Viney et al., 2013). L’utilisation du marqueur Unc5b combinée 
à l’imagerie in vivo à deux photons a permis plus récemment d’étudier l’activité de ces interneurones 
dans le réseau de CA1 chez la souris en comportement (Dudok et al., 2021a). Cette étude montre que 
les interneurones en chandelier sont activés lors du déplacement ou en association avec des mouvements 
des vibrisses (Figure 1.2) mais, comme attendu, relativement peu actifs lors des « sharp-wave ripples » , 
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de plus leur inhibition lors d’une tâche de navigation spatiale conduit à la formation de nouveau champ 
de lieu des cellules pyramidales (Dudok et al., 2021a). De par leur contrôle de la décharge des cellules 
pyramidales, ils participent donc activement à la régulation des fonctions de l’hippocampe chez la souris 
adulte. La mise en place des connexions entre interneurones axo-axoniques et cellules pyramidales au 
cours du développement n’est pas détaillée dans l’hippocampe, mais plus dans le néocortex. Dans les 
couches 1 et 2 du cortex somatosensoriel primaire, les interneurones en chandelier ont dès P18 un patron 
d’innervation semblable à celui observé chez l’adulte à P90 (Inan et al., 2013). Dans le néocortex, c’est 
entre P12 et P18 et notamment entre P14 et P16, que l’arborisation axonale des interneurones axo-
axoniques se développe, de façon concomitante est observée une forte augmentation du nombre de 
cellule pyramidales contactées par un interneurone en chandelier unique, ainsi qu’une augmentation 
abrupte du nombre de synapses formées sur un segment initial (Pan-Vazquez et al., 2020). Le 
développement de l’arborisation axonale des interneurones en chandelier est également associé à une 
réorganisation de la localisation des synapses nouvellement formées (Steinecke et al., 2017) qui serait 
dépendante de l’action de la microglie (Gallo et al., 2022). Puisque ces interneurones ont un soma 
localisé au niveau de la couche pyramidale, il est très probable que ce type d’interneurones ait été imagé 
lors des enregistrements en imagerie calcique présentés dans la partie résultats (Dard et al., 2022). 
 Les interneurones ciblant les dendrites distales des cellules pyramidales regroupent plusieurs 
types d’interneurones distribués dans plusieurs couches de l’hippocampe. Parmi eux on retrouve les 
interneurones O-LM, les neurones associés à la voie perforante, les neurones en forme de glie (appelés 
NGF dans la suite), les neurones bistratifiés. Parmi ces interneurones, cette section se concentrera sur 
les interneurones O-LM, dont nous avons probablement enregistré l’activité (Dard et al., 2022), et sur 
les NGF dont nous avons étudié le rôle dans l’intégration des entrées extra-hippocampiques lors du 
développement (Leprince et al., 2022). Les interneurones de type O-LM doivent leur nom à la position 
de leur corps cellulaire au niveau du stratum oriens (O) ainsi qu’à leur dendrites horizontales dans cette 
même couche et un axone contactant les dendrites apicales des cellules pyramidales dans le stratum 

lacunosum moleculare (LM) (McBain et al., 1994). Les terminaisons des interneurones O-LM au niveau 
du slm contactent les dendrites distales des cellules pyramidales (Maccaferri et al., 2000) et les 
interneurones du slm (Katona et al., 1999). Cette morphologie permet aux O-LM de contrôler les entrées 
excitatrices dans le slm, notamment celles provenant du cortex entorhinal via la voie 
temporoammonique (Katona et al., 1999). L’enregistrement in vivo de l’activité électrophysiologique 
de ces interneurones montre qu’il sont principalement actifs au niveau du creux de l’oscillation thêta, 
juste avant les cellules pyramidales et non actifs lors de « sharp-wave ripples » (Klausberger et al., 
2003). Ces interneurones O-LM expriment la SST (Oliva et al., 2000). L’activité des interneurones SST 
du so, incluant donc les O-LM, a été décrite en imagerie in vivo à deux photons chez la souris naviguant 
dans un environnement virtuel (Arriaga and Han, 2017). Dans cette étude les auteurs montrent que la 
majorité des interneurones SST (75%) ont une activité positivement corrélés avec la vitesse de la souris. 
Le développement des connexions entre les O-LM et les cellules pyramidales dans le slm ou l’activité 
in vivo de ces interneurones lors du développement n’est à ma connaissance pas décrit. Comme cela sera 
introduit dans le chapitre suivant (Chapitre 2 ; partie 2.2) certains interneurones exprimant la SST et 
localisés dans l’oriens font partie des interneurones générés les plus tôt au cours de l’embryogenèse, 
cependant les interneurones O-LM n’en font probablement pas partie (Picardo et al., 2011). Les NGF 
sont des interneurones localisés dans le slm ou dans la partie superficielle du sr, l’identification de ces 
cellules est faite à partir de leur morphologie caractérisée par une arborisation dendritique et axonale 
locale qui rappel la forme d’une cellule gliale (Khazipov et al., 1995; Vida et al., 1998). Ces cellules 
sont idéalement situées pour contrôler les entrées excitatrices arrivant dans le slm de CA1 notamment 
celles de la couche 3 du MEC via la voie temporoammonique (Capogna, 2011; Price, 2005; Price et al., 
2008) ou pour l’intégration de celles du noyau réuniens (Dolleman-Van der Weel and Witter, 2000; 
Dolleman-Van der Weel et al., 1997; Dolleman-van der Weel et al., 2019). Le développement de la 
connectivité des cellules NGF et leur intégration dans le réseau local de CA1 au niveau du slm est peu 
connu. Le développement anatomique et fonctionnel des NGF ainsi que leur intégration correcte au 
circuit de l’hippocampe dépend de la présence du récepteur NMDA (Chittajallu et al., 2017). Au cours 
du développement les NGF reçoivent des entrées excitatrices provenant des cellules de Cajal-Retzius 
qui participeraient au développement des NGF (Quattrocolo and Maccaferri, 2014). Les NGF contactent 
en retour les cellules de Cajal-Retzius qui reçoivent également des contacts provenant des O-LM 
(Quattrocolo and Maccaferri, 2013). La partie résultats présentera une étude détaillant les circuit du slm 
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de CA1 impliqués dans l’intégration des entrées du cortex entorhinal et du noyau réuniens en lien avec 
les NGF (Leprince et al., 2022). 
 Après les interneurones ciblant le segment initial de l’axone et ceux ciblant les dendrites distales 
des cellules pyramidales, le dernier grand groupe est constitué par les interneurones périsomatiques, 
aussi appelés cellules en panier, ciblant le corps cellulaire des cellules pyramidales. Dans l’hippocampe 
ils peuvent être divisés en deux catégories : les interneurones en panier exprimant la CCK (CCKBCs) 
et ceux exprimant la parvalbumine (PVBCs). Les PVBCs sont moléculairement définies par 
l’expression de la parvalbumine qui peut être détectée à partir de P10-12 et augmente jusqu’à P30 
(Alcàntara et al., 1993). Ces interneurones ont leurs somas majoritairement localisés dans la couche 
pyramidale (70%) ou à proximité dans le so (24%) et sr (6%) (Pelkey et al., 2017) et ont plus tendance 
à innerver la moitié profonde de la couche pyramidale (Lee et al., 2014). Les PVBCs ont un patron de 
décharge rapide (fast spiking cells) c’est-à-dire que ces interneurones maintiennent un taux de décharge 
élevé sans changement du délai entre deux potentiels d’action lors d’un bloc dépolarisant (Tricoire et 
al., 2011). Ces interneurones sont actifs lors de la phase descendante de l’oscillation thêta et fortement 
activés lors des ripples au moment du creux de cette oscillation (Klausberger et al., 2003). Dans le circuit 
local de CA1, les PVBCs et les cellules pyramidales sont interconnectées. En effet les PVBCs reçoivent 
des entrées excitatrices des cellules pyramidales avec un biais pour celles de la couche superficielle (Lee 
et al., 2014). Cette connexion réciproque entre cellules pyramidales et PVBCs est impliquée dans 
l’inhibition retour des cellules pyramidales (Lee et al., 2014; Nitsch et al., 1990) mais aussi dans la 
génération des ripples dans CA1 (Stark et al., 2014). Les CCKBCs sont caractérisées par l’expression 
du récepteur au cannabinoïde de type 1 (CB1) (Bodor, 2005; Pelkey et al., 2017). La majorité des 
CCKBCs a un soma localisé dans le sr (Cope et al., 2002; Pelkey et al., 2017) avec une arborisation 
axonale dans la couche pyramidale. Cependant, contrairement aux PVBCs, les CCKBCs ne montrent 
pas de biais de connectivité entre les deux parties de la couche pyramidale (Lee et al., 2014) et ont un 
patron de décharge différent dit adaptatif (adapting cells), c’est-à-dire avec une augmentation du délai 
entre deux potentiels d’action lors du bloc dépolarisant (Tricoire et al., 2011).  L’enregistrement in vivo 
des CCKBCs montrent que ces interneurones sont actifs lors de la phase ascendante de l’oscillation thêta 
avec en moyenne une absence de corrélation entre leur taux de décharge et l’occurrence de ripples 
(Klausberger et al., 2004). L’organisation de l’activité des PVBCs et CCKBCs par rapport à l’oscillation 
thêta et aux ripples présente donc une certaine complémentarité (Klausberger et al., 2004). Le rôle 
complémentaire de ces deux populations d’interneurones périsomatiques a été décrite plus en détails 
chez la souris en comportement dans une étude récente utilisant l’imagerie in vivo biphotonique (Dudok 
et al., 2021b). Cette étude montre que ces deux populations d’interneurones fournissent une inhibition 
de façon alternée selon le comportement de la souris (Figure 1.2). Les neurones PV s’activent lors du 
déplacement de l’animal et au moment des ripples. En miroir l’activité des interneurones CCK est 
augmentée lors des phases d’immobilité mais réduite lors des ripples (Dudok et al., 2021b). Le 
développement de l’arborisation axonale des CCKBCs et des PVBCs semble être une étape critique 
dans l’évolution du réseau neuronal de CA1, ce point sera abordé dans le chapitre 3 (Chapitre 3 ; partie 
3.2) puis dans la partie résultats (Dard et al., 2022). 
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représentation spatiale s’enrichissent et incluent des cellules de lieu associées aux indices externes 
(Knierim et al., 1998; Save et al., 2000). Récemment, en utilisant une approche combinant imagerie 
calcique et stimulation optogénétique ciblée sur des cellules de lieu hors de leur champ de lieu, il a été 
montré qu’il était possible d’induire le comportement que la souris aurait eu au niveau du champ de lieu 
des neurones stimulés. Cette étude conclue donc que les cellules de lieu permettent à l’animal de 
construire une représentation de l’environnement dans lequel il se déplace (Robinson et al., 2020). Le 
rôle de l’hippocampe dans la formation et l’utilisation d’une représentation mentale de l’environnement 
pour la navigation dépend donc bien de l’activation séquentielle de neurones de la région CA1. 

L’hippocampe est également lié à la mémoire et notamment à la mémoire épisodique. Ce lien 
entre hippocampe et mémoire épisodique  a été mis en évidence grâce à des observations faisant suite à 
une ablation bilatérale de l’hippocampe ((Scoville and Milner, 1957) et voir revue (Bird and Burgess, 
2008)) ou à des dommages partiels sur cette structure. La mémoire épisodique peut se définir comme 
un ensemble de souvenirs autoréférencés d’évènements s’étant produits dans un contexte donné. En 
d’autres termes cela revient à répondre aux questions : quoi ? quand ? où ? La formation de la mémoire 
épisodique peut être étudiée chez le rongeur en utilisant par exemple la formation d’une mémoire de 
peur conditionnée à un indice ou à un contexte (Anagnostaras et al., 2001; Sanders et al., 2003). En plus 
de participer à la formation des épisodes, l’hippocampe permettrait de les organiser entre eux 
temporellement. Dans ces modèles animaux l’hippocampe est également impliqué dans la mémorisation 
et dans l’association entre plusieurs épisodes séquentiels (Fortin et al., 2002). La formation de souvenirs 
cohérents à partir de plusieurs expériences dépendrait également de l’activité neuronale séquentielle de 
l’hippocampe permettant une représentation conjointe du temps et de l’espace (voir revues 
(Eichenbaum, 2014, 2017)). 

Pour combiner les fonctions cognitives de l’hippocampe dans la navigation spatiale et dans la 
mémoire épisodique, il a été plus récemment conceptualisé comme une structure qui génère 
intrinsèquement des activités neuronales séquentielles indépendamment de la nature de la représentation 
qu’elles pourraient supporter (pour revue voir par exemple (Buzsáki and Tingley, 2018)). Dans une 
revue György Buzsàki et Edvard Moser proposent que les mécanismes et circuits neuronaux utilisés 
dans la fonction mnésique de l’hippocampe sont une réutilisation des circuits déjà existant qui ont évolué 
de façon à permettre la navigation spatiale (Buzsáki and Moser, 2013).  Plus en détails ils proposent 
dans cette revue deux parallèles : un entre la mémoire sémantique et la navigation allocentrique et un 
autre entre la mémoire épisodique (autoréférencée) et la navigation idiothétique. Ces auteurs appuient 
ce parallèle entre navigation autoréférencée et mémoire épisodique par le fait que les mécanismes 
neuronaux impliqués dans ces deux phénomènes seraient les mêmes. Dans ce cadre les auteurs 
définissent la mémoire épisodique comme un « voyage mental » dans le temps et l’espace dont 
l’agencement des différents épisodes serait supporté par les activités séquentielles de l’hippocampe. La 
mise en place de ces activités séquentielles au cours du développement postnatal en lien avec 
l’émergence de ces deux fonctions hippocampiques est une question encore ouverte. Le développement 
de ces patrons d’activités en lien avec la formation d’une représentation de l’espace commence à être 
décrit depuis peu ((Farooq and Dragoi, 2019; Muessig et al., 2019) et voir discussion ; partie 2.2). Dans 
le cadre présenté ci-dessus l’émergence de la capacité à former une représentation de l’espace 
autoréférencée devrait coïncider avec la formation de la mémoire épisodique (voir revue (Baram et al., 
2019)).  

La période développementale sur laquelle ce travail de thèse a porté précède les phases plus 
tardives marquées par l’exploration active de son environnement par l’animal. Comme cela sera 
introduit dans le chapitre 3 (Chapitre 3 ; partie 3.3) le comportement moteur lors du développement 
influe sur l’activité de l’hippocampe lors du développement précoce. Le rôle de l’activité lors du 
développement dans la mise en place anatomique et fonctionnelle des réseaux corticaux (Chapitre 3). 
Avant cela le chapitre suivant présentera le type d’activité observée dans la région CA1 de l’hippocampe 
au cours des deux premières semaines de vie. 
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CHAPITRE 2 : L’activité dans l’hippocampe en développement 

2.1 L’activité du réseau hippocampique pendant les deux premières semaines postnatales 

Dans cette partie nous décrirons les activités observées dans l’hippocampe lors du développement 
postnatal précoce. Dans un premier temps nous présenterons une séquence développementale issue de 
l’étude in vitro de l’activité hippocampique, dans un second temps nous présenterons les apports des 
études réalisées in vivo. Ceci a été développé dans une revue récente (Cossart and Khazipov, 2022). 

A – L’apport des études in vitro 

L’étude in vitro de l’activité du réseau hippocampique en période périnatale a permis de mettre en 
évidence une séquence développementale (Figure 2.1). Les premières activités observées pendant des 
stades embryonnaires (E16-E19) sont des activations neuronales sporadiques non corrélées entre 
différents neurones (Crépel et al., 2007). Ce type d’activité observé pour environ 20 % des neurones 
décroît progressivement jusqu’à la fin de la première semaine de vie postnatale. Ce type d’activité n’a 
pas été observé in vivo. A partir de la naissance apparaissent les activités de type plateaux d’assemblées 
synchrones (SPA). Cette activité observée dans une proportion de 20 % des cellules actives entre P0 et 
P2 se caractérise par des plateaux calciques d’environ 10 secondes se produisant à une fréquence de 
0.02 Hz médiés par les jonctions gap (un type de jonction intercellulaire permettant la connexion des 
cytoplasmes de deux cellules permettant le passage de diverses molécules dont des ions) (Crépel et al., 
2007). Ce type d’activité n’a pas non plus été observé in vivo. Les activités SPA diminue 
progressivement après P2 au profit d’un patron d’activité appelé potentiels de dépolarisation géant 
(GDP). Ce type d’activité se caractérise au niveau d’un neurone par l’apparition spontanée d’un potentiel 
de dépolarisation géant (Ben-Ari et al., 1989). Les GDP sont observés à partir de P0 et peuvent être 
présents chez 80 % des cellules jusqu’à P8-10 puis disparaissent à la fin de la deuxième semaine de vie. 
Contrairement aux SPA les GDP sont dépendants de la transmission synaptique. Ils requièrent à la fois 
l’activation de récepteurs NMDA pour leur initiation, et sont médiés par le neurotransmetteur GABA. 
Ces évènements sont générés de façon synchrone par une population de neurones (Ben-Ari et al., 1989). 
En conséquence, à l’échelle de la population de neurones, les GDP sont des évènements recrutant de 
façon coordonnée une large proportion de neurones incluant cellules pyramidales et interneurones. Cette 
activité coordonnée de type GDP se produit à une fréquence comprise entre 0.1 Hz et 0.2 Hz chez la 
souris entre P6 et P10 (Crépel et al., 2007). Les GDP sont initialement décrit comme générés dans la 
région CA3 de l’hippocampe. Il a été montré dans l’hippocampe du lapin (De La Prida et al., 1998) et 
du rat (Bolea et al., 2006) qu’ils se propagent de la région CA3 vers CA1 et qu’ils peuvent également 
être générés dans CA1. L’existence de ce patron d’activité ou d’un équivalent in vivo n’est toujours pas 
clairement établie. Il a été proposé que le patron d’activité oscillatoire de type ondes aigües précoces 
(early sharp-waves ou eSW) qui sera présenté dans la partie suivante soit le pendant in vivo des GDP 
(Figure 2.2). Cette séquence développementale de l’activité observée dans l’hippocampe a été 
extensivement décrite dans une revue récente (Cossart and Khazipov, 2022). Ces activités corrélées 
récurrentes participeraient à la mise en place de la circuiterie intra-hippocampique de par son action sur 
la plasticité synaptique (Mohajerani et al., 2007). 
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Figure 2.1 : Evolution de l’activité dans la région de CA1 telle que décrite in vitro. 
Figure assemblée à partir de (Cossart and Khazipov, 2022; Crépel et al., 2007) représentant la séquence 

développementale décrite dans cette partie. En haut la succession des principaux patrons d’activités observés 

entre E16 et P10. A1 : champ d’imagerie sur des tranches d’hippocampe à différents âges. A2 : Représentations 

des contours des cellules détectées dans le champ d’imagerie. A tous les âges les contours non remplis 
correspondent aux neurones non actifs, les contours remplis en noir correspondent aux neurones présentant des 

‘calcium spikes’, les contours remplis en rouge marquent les cellules présentant des SPA, les contours remplis en 

bleu identifient les cellules présentant des GDP. A3 : Représentation de l’activité de l’ensemble des cellules 
imagées, sur ce graphique chaque ligne est une cellule, l’axe des abscisses représente le temps, on peut notamment 
très clairement voir les activités de type GDP à P6.  

B – L’apport des études in vivo 

La mise en place de l’imagerie in vivo dans la région de l’hippocampe lors du développement 
précoce présente des obstacles techniques limitant son utilisation. Il n’y a donc que peu ou pas d’études 
décrivant l’activité du réseau hippocampique lors du développement qui utilisent cette approche (Graf 
et al., 2021a, 2021b). La description de l’activité du réseau de neurones de l’hippocampe lors du 
développement postnatal précoce a principalement été décrite par des études utilisant des 
enregistrements électrophysiologiques. Comme évoqué précédemment les early sharp-waves (eSW) 
(Figure 2.2) ont été proposées comme étant le pendant in vivo des GDP (Leinekugel et al., 2002). Ces 
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central des résultats qui seront présentés. Déjà évoquée en raison de leurs connexions réciproques avec 
les NGF dans la slm de CA1 (Chapitre 1 ; partie 1.1.C.b), les cellules de Cajal-Retzius participeraient 
au développement des connexions de l’hippocampe (Del Río et al., 1997) et également à la maturation 
anatomique des cellules pyramidales. En effet, une étude récente montre que l’ablation de ces cellules 
dans l’hippocampe est associée à un développement anormal des épines dendritiques des cellules 
pyramidales de CA1 (Glærum et al., 2022). Ces cellules de Cajal-Retzius font partie des cellules 
générées les plus tôt lors du développement cortical mais sont généralement éliminées par apoptose des 
circuits corticaux matures (Anstötz et al., 2018; Causeret et al., 2021; Cossart and Garel, 2022). Parmi 
les cellules générées tôt au cours du développement, certains interneurones sont fortement impliqués 
dans la génération et le contrôle de ces activités synchrones observées lors du développement de 
l’hippocampe. Cela sera brièvement décrit dans la section suivante. 

2.2 Focus sur le rôle des interneurones hubs dans l’activité de CA1 

Des travaux de l’équipe ont démontré qu’une sous population d’interneurones, appelés 
‘interneurones hub’, jouait un rôle critique dans l’organisation des activités de réseau de type GDP 
observées in vitro dans l’hippocampe en fin de première semaine de vie (Bonifazi et al., 2009). Ces 
interneurones hub présentent plusieurs caractéristiques morpho-fonctionnelles : i) ils ont fréquemment 
une arborisation axonale se projetant à distance dans d’autres régions de l’hippocampe et en dehors, ii) 
ils ont une haute connectivité fonctionnelle, c’est-à-dire que leur activation précède l’activité des autres 
neurones et plus spécifiquement leur activation précède de façon récurrente les GDP, iii) ils ont une 
forte connectivité effective, c’est-à-dire que leur stimulation module significativement l’activité du 
réseau. Ce niveau de connectivité fonctionnelle et effective procure à ces interneurones hub une capacité 
à coordonner l’activité lors des GDP (Bonifazi et al., 2009). Cependant, la stimulation de ces 
interneurones à plus tendance à moduler la fréquence des GDP (à la hausse ou à la baisse) qu’à 
systématiquement en déclencher (Bocchio et al., 2020; Bonifazi et al., 2009). Ces interneurones hub se 
caractérisent également par la co-expression de plusieurs marqueurs neurochimiques tels que la 
somatostatine, les récepteurs M2 et mGluR1α (Bocchio et al., 2020; Bonifazi et al., 2009; Picardo et al., 
2011; Villette et al., 2016). En utilisant une approche permettant d’identifier les interneurones en 
fonction de leur lieu et âge de naissance au cours du développement embryonnaire (genetic fate 
mapping) il a été montré qu’une partie des interneurones hub est constituée par les interneurones générés 
les plus tôt (autour de E9) (Picardo et al., 2011). 

La caractérisation de ces interneurones hub dans l’hippocampe in vivo ainsi que leur rôle 
potentiel dans l’organisation des activations synchrones associées aux eSWs lors du développement 
reste une question ouverte. En utilisant le genetic fate mapping la participation des interneurones générés 
tôt à l’activité in vivo de la région de CA1 a été analysée (Bocchio et al., 2020). Il ressort de cette étude 
que les interneurones générés tôt font partie des cellules les plus connectées fonctionnellement de CA1, 
elles sont significativement activées dans les événements calciques synchrones et préférentiellement 
recrutées dans des assemblées neuronales (Bocchio et al., 2020). Bien qu’ils n’aient pas été qualifiés 
d’interneurones hub, il se pourrait que ces derniers aient été identifiés in vivo récemment chez l’animal 
adulte dans un autre étude (Szabo et al., 2022). En effet, il a ici été mis en évidence qu’une sous 
population d’interneurones principalement localisée dans le stratum oriens, coexprimant SST et M2, 
recevant des entrées excitatrices de CA3, inhibitrices et cholinergiques du septum médian, ayant des 
projections à longues distances vers le subiculum, le cortex entorhinal et d’autres, est spécifiquement 
inactive lors des phases d’éveil actif de l’animal, ou lors du sommeil paradoxal, et active pendant les 
‘sharp wave ripples’ lors de l’éveil calme ou du sommeil lent. Ces cellules nommées TORO (Theta-
OFF/ Ripple-ON) pourraient donc être une sous population d’interneurones participant au contrôle de 
l’activité interne générée par l’hippocampe. Toutes ces caractéristiques laissent penser que ces 
interneurones TORO pourraient être des ‘cellules hub’. Cette description chez l’animal adulte ouvre des 
portes à l’étude in vivo de ces cellules dans l’hippocampe en développement. L’étude du rôle des 
interneurones hub dans l’organisation de l’activité in vivo lors du développement sera introduit dans le 
chapitre suivant dans le cadre du cortex en baril.  
 

Après ces deux chapitres introductifs centrés sur l’hippocampe, le prochain chapitre introduira 
de façon plus générale le cadre développemental dans lequel s’inscrit ce travail de thèse. 
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CHAPITRE 3 : Comment l’activité du développement précoce 
façonne les réseaux adultes   

Le développement du système nerveux de la production d’un neurone jusqu’à son intégration dans un 
réseau fonctionnel en passant par la migration neuronale, la croissance axonale et dendritique et la 
formation de synapses est en partie contrôlé par des programmes génétiques régulant l’expression 
successive de facteurs de transcription, de facteurs de croissance, de molécules de guidage (voir 
(Rubenstein and Rakic, 2013)). Le développement d’un réseau de neurones est également dépendant de 
l’activité qu’il reçoit ou qu’il génère, dans cette partie nous discuterons de comment l’activité présente 
lors du développement précoce façonne le réseau adulte. Plus précisément nous tâcherons premièrement 
d’illustrer l’importance de l’activité sur le développement anatomique et fonctionnel des réseaux 
neuronaux. Dans un second temps nous présenterons des processus développementaux en lien avec la 
mise en place et la maturation des circuits inhibiteurs locaux notamment via le développement de 
l’innervation périsomatique inhibitrice. Enfin nous introduirons les ‘twitches’, un type de mouvement 
se produisant pendant le sommeil chez le souriceau, et présenterons le lien entre twitches et maturation 
des circuits neuronaux. 

3.1 Participation de l’activité précoce au développement : exemples dans le cortex 

Le but de cette première section est d’illustrer l’importance de l’activité lors du développement précoce 
sur la maturation anatomique et fonctionnelle des réseaux neuronaux (pour revue voir par exemple 
(Leighton and Lohmann, 2016)). Pour cela nous nous appuierons principalement sur deux structures 
pour lesquelles le rôle des activités précoces dans la formation d’un réseau mature a été amplement 
décrite : le cortex visuel et le cortex en barils. Ces deux sections ne se veulent en aucun cas une 
description exhaustive sur le développement de ces deux aires corticales. 

A- Apport de l’étude du cortex visuel  
Depuis les expériences devenues classiques de Hubel et Wiesel (Hubel and Wiesel, 1970) l’étude du 
cortex visuel a permis de mettre en évidence que l’activité neuronale liée à l’expérience visuelle 
participe à la mise en place des connexions et des fonctions observées chez l’animal adulte. Cette activité 
dépendante de l’expérience visuelle lors du développement participe notamment au raffinement de 
l’arborisation axonale des neurones du corps genouillé latéral se projetant dans la couche 4 du cortex 
visuel primaire ((Antonini and Stryker, 1993, 1996; Stryker and Harris, 1986) et voir revue (Katz and 
Shatz, 1996)). Cette activité expérience-dépendante est également impliquée dans la mise en place de la 
connectivité inter-couche (de la couche 4 vers la couche 2/3) (Callaway and Katz, 1992) et de la 
connectivité intra-couche au sein de la couche 2/3 (Callaway and Katz, 1991).  

En plus de cette activité liée à l’expérience sensorielle, une forme d’activité spontanée 
indépendante de la vision participe également à la maturation du circuit visuel de la rétine au cortex 
visuel primaire (voir revue (Katz and Shatz, 1996)). Chez les mammifères avant l’ouverture des yeux et 
le début de la vision, cette activité provient de la décharge périodique spontanée de bouffées de 
potentiels d’action par les cellules ganglionnaires rétiniennes. L’activation corrélée entre cellules 
ganglionnaires rétiniennes voisines est à l’origine des vagues d’activités appelées vagues rétiniennes qui 
se propagent sur l’ensemble de la rétine et engendrent de l’activité dans le circuit visuel. Ces vagues 
rétiennes participent au développement du système visuel (voir revue (Ackman and Crair, 2014; Feller 
and Kerschensteiner, 2020)). Elles permettent notamment la mise en place de la connectivité 
préférentielle entre une rétine et le corps genouillé latéral du côté contralatéral. Il a en effet été montré 
chez le furet que le blocage des vagues rétiniennes dans une rétine conduit à l’expansion des connexions 
entre la rétine active et la partie du corps genouillé latéral appartenant normalement à l’autre œil (Penn 
et al., 1998). Les vagues rétiniennes participeraient également à une première mise en place de la 
connectivité au sein de la couche 2/3 qui serait ensuite affinée de façon dépendante de l’expérience 
sensorielle (Callaway and Katz, 1991). Enfin il a été récemment montré que les vagues rétiniennes 
préparent le circuit visuel à la détection du mouvement en simulant les schémas de flux optique produits 
par un déplacement vers l’avant (Ge et al., 2021). Au-delà d’un rôle dans le raffinement de la 
connectivité au sein du système visuel cette dernière étude montre donc le rôle déterminant du patron 
d’activité spontanée pour la mise en place de la réponse visuelle. Elle montre qu’avant même le début 
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de l’expérience visuelle, les vagues rétiennes permettent la mise en place d’une réponse permettant 
l’intégration du flux optique associé au déplacement. L’activité spontanée présente lors du 
développement postnatal précoce permet donc au système visuel d’être en partie fonctionnel dès 
l’ouverture des yeux et l’apparition du comportement d’exploration active de son environnement par 
l’animal. 

Dans l’ensemble ces études montrent l’implication de l’activité liée à l’expérience sensorielle 
et l’activité spontanée (précédent l’expérience) dans la maturation anatomique et fonctionnelle du 
système visuel de la rétine au cortex visuel.  

B- Apport de l’étude du cortex en barils  

Suite à la description des colonnes corticales au sein de la couche 4 du cortex en barils et l’association 
de chacune d’elles à une vibrisse spécifique de la souris (Woolsey and Van der Loos, 1970) le cortex en 
barils est devenu un modèle d’étude éminent pour l’étude du neurodéveloppement ou des mécanismes 
de plasticité neuronale (voir revue (Erzurumlu and Gaspar, 2020)). Cette partie illustrera premièrement 
l’importance de l’expérience sensorielle liée aux vibrisses et de l’activité au développement anatomique 
et fonctionnel du cortex en barils. Une seconde partie sera dédiée à la maturation dépendante de l’activité 
des interneurones et à leur participation à la mise en place de circuits fonctionnels.  
 Rapidement après l’identification des barils, l’hypothèse de la participation d’un signal en 
provenance des vibrisses participant à la formation des barils a été testée (Van der Loos and Woolsey, 
1973). Cette étude pionnière montre que la cautérisation des vibrisses lors du développement précoce 
conduit à une malformation des colonnes corticales de la couche 4 du cortex en barils. La région des 
vibrisses est innervée via le nerf infra-orbital par les neurones du ganglion trigeminal dont les axones se 
projettent sur un noyau sensoriel du tronc cérébral relayant l’information jusqu’au noyau ventro-postéro-
médian du thalamus qui contacte à son tour le cortex somatosensoriel primaire. Un deuxième circuit lié 
aux parois des barils implique un noyau différent du tronc cérébral, puis le noyau postéro-median du 
thalamus avant de joindre le cortex en barils (voir revue (Sehara and Kawasaki, 2011)). Tout au long de 
ce circuit neuronal, des vibrisses jusqu’au cortex en barils, les structures présentent des organisations 
anatomiques liées à l’organisation des vibrisses. Ces organisations se mettent en place de façon 
séquentielle au cours de la période périnatale (E15 – P5) des structures périphériques vers les structures 
centrales (Sehara and Kawasaki, 2011). Cette mise en place séquentielle est dépendante de l’activité 
neuronale (voir revue (Erzurumlu and Gaspar, 2012)).  
 L’étude de l’activité neuronale en période postnatale précoce (P1-8) dans le cortex en barils 
grâce à l’enregistrement électrophysiologique in vivo montre une activité discontinue marquée par 
l’alternance entre des périodes de silence et des bouffées d’activités groupées dans un type d’oscillation 
précoce appelée ‘spindle burst’ (Khazipov and Luhmann, 2006; Khazipov et al., 2004). Ces ‘spindle 
burst’ sont des oscillations d’une durée de l’ordre d’une seconde se produisant environ toutes les 10 
secondes. Plus précisément, ces oscillations consistent en une oscillation comprise entre 5 et 20 Hz 
souvent associée à une oscillation plus lente de l’ordre de 3 Hz. Les activations neuronales liées aux 
‘spindle burst’ observées en électrophysiologie pourraient être le pendant des oscillations de réseau 
immature (ENO) décrite in vitro (Garaschuk et al., 2000) et in vivo (Adelsberger et al., 2005) dans le 
cortex en période néonatale. En effet, ces ENO ont une durée et une fréquence comparable avec les 
‘spindle burst’. Comme cela sera présenté ultérieurement la majorité des ‘spindle burst’ observée dans 
le cortex somatosensoriel est déclenchée suite à un mouvement de la souris lors du sommeil (Khazipov 
et al., 2004; Tiriac et al., 2012). Cependant, le lien entre le déclenchement des ENO et ces mouvements 
n’est pas clairement établi. Le deuxième patron d’activité éminent dans le cortex en barils en période 
néonatale est appelé oscillation gamma immature (EGO). Ce type d’activité oscillatoire se caractérise 
par une fréquence comprise entre 30 et 50 Hz pour une durée d’environ 200 millisecondes. Les EGO 
correspondent à une activation neuronale spatialement restreinte au sein d’une colonne corticale.  EGO 
et ‘spindle burst’ co-existent dans le cortex en barils lors de la première semaine de vie, et ont en 
commun d’être précédés par une entrée excitatrice au niveau de la couche 4 caractéristique d’une 
activation d’origine thalamique (voir revue (Luhmann and Khazipov, 2018)).  

L’activité neuronale associée aux EGO permettrait la potentialisation des connexions thalamo-
corticales nécessaires à la mise en place de l’organisation spatiale de ces connexions (Minlebaev et al., 
2011). Les EGO comme les ‘spindle burst’ permettraient également une synchronisation entre les cortex 
moteur primaire et somatosensoriel primaire contribuant au développement des connexions entre ces 
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deux régions corticales. Enfin, ces deux types d’activités seraient importantes dans la suppression de 
l’apoptose caractéristique de la première semaine de vie postnatale (voir revue (Luhmann and Khazipov, 
2018; Luhmann et al., 2016)). 

Jusqu’ici les mécanismes de maturation dépendante de l’activité décrits concernaient les cellules 
pyramidales. Cependant, comme ce paragraphe l’introduira, le développement des interneurones, leur 
intégration dans les circuits corticaux est également dépendant de l’activité. Une large littérature montre 
en effet que les étapes du développement des interneurones sont dépendantes de l’activité. C’est le cas 
de leur migration (voir par exemple (De Marco García et al., 2011)), de leur survie lors de l’apoptose 
développementale (voir par exemple (Wong et al., 2018)), de l’adaptation de leurs propriétés 
électrophysiologiques (voir par exemple (Dehorter et al., 2015)) ou encore de leur intégration dans les 
circuits corticaux (voir par exemple (De Marco García et al., 2015)). La participation de l’activité 
neuronale à ces différentes étapes du développement des interneurones est présentée de façon exhaustive 
dans une revue récente (Babij and De Marco Garcia, 2016). 

En retour le développement des interneurones participe à la mise en place de la fonctionnalité 
des réseaux corticaux (voir revue (Ferrer and De Marco García, 2022)). Par exemple l’activation des 
interneurones de la couche 1 du cortex somatosensoriel en réponse aux activations thalamiques suite à 
une stimulation des vibrisses est nécessaire pour le raffinement des cartes sensorielles lors de la première 
semaine de vie postnatale (Che et al., 2018). Une étude de l’équipe s’est penchée sur l’évolution de 
l’activité coordonnée des interneurones du cortex en baril et son lien avec les entrées sensorielles au 
cours des deux premières semaines de vie postnatale (Modol et al., 2020). Elle met en évidence une 
transition développementale en début de deuxième semaine de vie postnatale marquée par un 
changement dans l’organisation des activités synchrones des interneurones supposés PV d’une 
organisation en petites assemblées fonctionnellement orthogonales et spatialement restreintes vers un 
réseau totalement connecté. Cette transition est également marquée par une période transitoire (P7-9) 
durant laquelle les assemblées GABAergiques passent d’une modulation positive à une modulation 
négative par la stimulation des vibrisses. Ainsi le développement des réseaux corticaux serait porté par 
la maturation des interneurones locaux (Cossart and Garel, 2022; Modol et al., 2020).  

Cette même étude propose que les interneurones SST seraient à l’origine de la coordination des 
assemblées de neurones PV. En effet les interneurones SST sont co-activés préférentiellement lorsque 
plusieurs assemblées d’interneurones PV sont recrutées simultanément (Modol et al., 2020). Ceci est 
cohérent avec le rôle de hub démontré in vitro d’une partie des interneurones SST dans le cortex en 
développement (Modol et al., 2017). Ces interneurones hub ont été identifiés in vivo dans le cortex en 
baril (article en révision). Cette étude décrit le rôle des interneurones hub dans le contrôle de la 
synchronisation du réseau immature en lien avec la stimulation sensorielle. En combinant imagerie in 

vivo et stimulation lumineuse holographique de neurones uniques, cette étude montre le rôle des 
interneurones hub (incluant des interneurones SST) dans le l’intégration de l’information sensorielle par 
le cortex en baril en développement. 

C - Synthèse 

Ces deux exemples illustrent le fait que l’activité neuronale présente lors du développement, qu’elle soit 
évoquée par une stimulation sensorielle ou spontanée, participe à la mise en place anatomique et 
fonctionnelle des réseaux neuronaux corticaux. Une question est de savoir si ces activité neuronales lors 
du développement peuvent être permissives ou instructives (voir revues (Crair, 1999; Feller and 
Kerschensteiner, 2020)). Cela revient à demander si les partons d’activités sont importants dans la mise 
en place et la maturation des connexions des circuits neuronaux (instructive) ou si la simple présence 
d’activité est suffisante de par le fait qu’elle permet à d’autre facteurs, tels que ceux impliqués dans la 
signalisation intracellulaire, de contrôler la bonne mise en place de la connectivité du réseau 
(permissive). De fait, il existe un continuum entre activité permissive et instructive selon la période 
développementale et le système neuronal en question. En effet, l’activité lors du développement peut 
être instructive (Ge et al., 2021; Stellwagen and Shatz, 2002; Xu et al., 2011) (voir également la revue 
(Feller and Kerschensteiner, 2020)) ou permissive de par le rôle de la signalisation calcique 
intracellulaire associée à l’activité neuronale dans la croissance et le guidage axonal (voir revue 
(Yamamoto and López-Bendito, 2012)).  

A partir de là, il est légitime de se demander en quoi le développement anatomique et fonctionnel 
des circuits hippocampiques dépend également des activités présentes lors du développement précoce 
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décrites dans le chapitre précédent. Et si plus spécifiquement les patrons d’activités observés lors du 
développement de l’hippocampe sont importants pour l’émergence des schémas d’activités observés 
dans l’hippocampe adulte. En d’autres termes cela revient à demander s’il existe des patrons d’activités 
particuliers parmi les activités synchrones observées dans l’hippocampe au cours du développement, 
puis de chercher à savoir si ces patrons d’activités seraient déterminants dans la mise en place de la 
dynamique de l’activité décrite dans l’hippocampe adulte. Une contrainte liée à l’étude de l’hippocampe 
est son éloignement des entrées sensorielles. En effet, même si comme cela sera présenté dans le chapitre 
suivant l’hippocampe en développement répond au retour sensoriel lié au mouvement, l’hippocampe 
n’est pas une aire sensorielle ce qui, par rapport aux aires sensorielles primaires, complique la 
manipulation des entrées activatrices qu’il reçoit via la manipulation d’une modalité sensorielle.  

En lien avec le rôle des interneurones dans la maturation des circuits corticaux illustré dans le 
cas du cortex en baril, un point clé dans le développement semble être la maturation des circuits 
inhibiteurs locaux qui fait l’objet de la partie suivante. 

3.2 Emergence et maturation de l’innervation périsomatique inhibitrice 

Chez la souris, dans plusieurs régions corticales, le développement de l’innervation GABAergique et de 
l’inhibition fonctionnelle est un processus qui s’étale au cours du développement postnatal et qui peut 
durer jusqu’à un stade équivalent à l’adolescence. De façon simple on peut distinguer trois grands types 
de synapses GABAergiques sur les neurones pyramidaux : i) les synapses axo-axoniques formant un 
contact au niveau du segment initial de l’axone d’une cellule pyramidale, ii) les synapses au niveau des 
dendrites distales de la cellules pyramidale, iii) les synapses périsomatiques provenant d’interneurones 
CCK ou PV se formant sur le corps cellulaire (De Felipe, 1997; Kawaguchi, 1997; Kubota et al., 2016). 
Dans cette partie nous nous intéresserons particulièrement au développement de l’innervation 
périsomatique qui est reporté comme un point charnière dans le développement de plusieurs régions 
corticales (Hensch, 2005) y compris, comme le suggère nos résultats, dans l’hippocampe.  

A- Maturation de l’innervation périsomatique inhibitrice et période critique  
 Dans le cortex visuel du rat, le nombre de synapses GABAergiques périsomatiques sur les 
cellules pyramidales augmente entre P9 et P30 et particulièrement entre P9 et P15 (Miller, 1986). Ce 
développement anatomique est associé à l’augmentation des entrées inhibitrices sur les neurones 
pyramidaux (Morales et al., 2002). Cette période développementale marquée par l’émergence de 
l’innervation périsomatique inclut la période critique du développement du cortex visuel. En effet, cette 
période critique caractérisée par la forte dépendance de la maturation du cortex visuel aux expériences 
sensorielles (Hubel and Wiesel, 1970) est identifiée chez la souris entre P19 et P32 (Gordon and Stryker, 
1996). Ce décours temporel simultané entre période critique et développement de l’inhibition locale 
permet de proposer que ce dernier déclenche cette période critique. Plusieurs études argumentant en ce 
sens ont été publiées (voir revue (Hensch, 2005)). En effet, une diminution de la transmission 
GABAergique entraîne un retard du début de la période critique, inversement une augmentation de la 
transmission GABAergique (Fagiolini and Hensch, 2000; Iwai et al., 2003) ainsi qu’un développement 
précoce des interneurones entraîne (Huang et al., 1999) un avancement du début de cette période 
critique. 
 Dans le cortex en baril le développement de l’innervation périsomatique se déroule également 
au cours de la deuxième semaine de vie. En effet, entre P7 et P9 la préférence somatique des axones 
ciblant le soma est presque multipliée par trois. C’est-à-dire qu’il est trois fois plus probable qu’un axone 
formant une synapse sur un soma innerve de nouveau un soma à P9 qu’à P7. Après l’apparition de ce 
ciblage préférentiel, le nombre de synapses par soma est quasiment multiplié par dix entre P9 et P28 
avec l’essentiel de l’augmentation se produisant entre P9 et P14 (Gour et al., 2021). Le développement 
du cortex en baril est marqué par la succession de plusieurs périodes critiques. Notamment entre P10 et 
P16 ou deux périodes critiques se succèdent, une première (P10-P14) pour la plasticité des connexions 
de la couche 4 vers les couches 2/3 (Maravall et al., 2004), et une deuxième (P13-P16) pour les 
connexions au sein de la couche 2/3 (Wen and Barth, 2011) (voir la revue (Erzurumlu and Gaspar, 
2012)). Le développement de l’innervation périsomatique précède donc de peu ces périodes critiques et 
le début de l’exploration active de son environnement par le souriceau.  
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 Il semblerait donc que dans ces deux régions corticales l’apparition de l’innervation 
périsomatique constitue un moment charnière au cours du développement permettant une transition 
entre une période développementale précoce caractérisée par une maturation dépendante de l’activité 
vers une seconde période développementale marquée par une maturation dépendante de l’expérience 
(voir revue (Cossart and Garel, 2022)).  

Dans la région CA1 de l’hippocampe l’innervation périsomatique issue des interneurones CCK 
apparaît chez le rat à P8 puis se développe jusqu’à P20 (Morozov and Freund, 2003). Nos résultats 
montrent que l’apparition de l’innervation périsomatique provenant des interneurones PV dans la région 
CA1 de l’hippocampe se produit autour de P9 chez la souris. Nos résultats, présentés ultérieurement, 
laissent également penser que l’émergence de l’innervation périsomatique dans l’hippocampe 
participerait à une transition majeure dans l’activité du réseau de la région de CA1.  

B- Une maturation de l’innervation périsomatique inhibitrice activité-dépendante 

Le développement de l’innervation périsomatique inhibitrice dépend de l’expérience sensorielle ainsi 
que de que l’activité. En effet le développement de l’innervation périsomatique peut être réduit par des 
déprivations sensorielles (Chattopadhyaya et al., 2004; Morales et al., 2002). Il est également dépendant 
de l’activité comme le montre l’accélération de la maturation de cette innervation dans le cortex visuel 
de souris surproduisant le facteur neurotrophique BDNF (Brain Derived Neutrophic Factor) (Huang et 
al., 1999). Dans la même direction, il a été montré que l’acide polysialique (PSA) participe à ce 
développement activité-dépendant de l’innervation périsomatique. En effet, cette molécule dont la 
concentration décroît, de façon dépendant de l’activité, fortement dans le cortex visuel entre P18 et P21, 
régule le développement de l’innervation périsomatique. Notamment une diminution prématurée de la 
concentration de PSA est associée à une maturation précoce de l’innervation périsomatique (Di Cristo 
et al., 2007). Cette maturation dépend aussi de la synthèse du neurotransmetteur GABA médié par 
l’enzyme GAD67 (Chattopadhyaya et al., 2007).  
 Dans l’hippocampe, il a été récemment montré que l’activité du cortex entorhinal entre P15 et 
P21 participe au développement expérience-dépendant de l’innervation périsomatique provenant des 
interneurones CCK sur les cellules granulaires du gyrus denté (Feng et al., 2021). Une de nos hypothèses 
est que le développement de l’innervation périsomatique des cellules CCK dans la région de CA1 
dépend également de l’activité du cortex entorhinal, elle-même liée au mouvement de l’animal (cf. eSW) 
et au retour sensoriel que cela engendre (voir partie suivante). Il a été montré récemment que la  
maturation de l’innervation périsomatique provenant des interneurones PV dans plusieurs régions du 
néocortex telles que le cortex visuel ou le cortex préfrontal est en partie dépendante d’un effet paracrine 
des interneurones SST (Su et al., 2020). Nous avons émis l’hypothèse que le développement de 
l’innervation périsomatique issue des interneurones PV dans la région CA1 de l’hippocampe dépendrait 
de l’activité des interneurones SST. 

3.3 Focus sur le rôle des “twitches” dans la maturation des circuits de neurones 

Dans cette partie nous nous intéresserons au lien entre le comportement moteur du souriceau et le 
développement des circuits neuronaux. Chez le rat ou la souris juvénile les différents mouvements 
observés peuvent être catégorisés en trois groupes. Il y a des mouvements dit complexes, ce sont des 
mouvements volontaires associés à la phase d’éveil du souriceau, des mouvements brefs de type sursauts 
synchronisant l’ensemble des membres de l’animal (startles), ainsi que les twitches (un type de 
mouvement fortement présent lors du développement périnatal) qui font l’objet de la partie suivante. 
Pour cela nous aborderons brièvement le contexte d’apparition des twitches (pendant le sommeil actif / 
paradoxal) puis les circuits neuronaux générant ce type de mouvement, et les activations neuronales qui 
en découlent. Enfin, en s’appuyant notamment sur la section précédente, nous pourrons lier twitches et 
maturation des réseaux neuronaux. 

A – Que sont les “twitches” : définition 

Chez plusieurs mammifères tels que le rat, le cochon d’inde, le chat mais aussi l’humain, la période 
périnatale est marquée par la forte prévalence des phases de sommeil (Gramsbergen et al., 1970; Jouvet-
Mounier et al., 1969; Roffwarg et al., 1966). En particulier chez le rat juvénile la phase de sommeil peut 
représenter jusqu’à 80 % du cycle veille-sommeil. Une seconde caractéristique de cette période 
développementale est que la phase de sommeil est dominée par le sommeil paradoxal (PS), aussi appelé 
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sommeil actif. Bien que les termes sommeil actif et sommeil paradoxal sont fréquemment utilisés de 
façon interchangeable, des différences subsistent. Le sommeil paradoxal est défini de façon complète 
chez l’animal adulte. Il s’agit d’un état comportemental caractérisé, entre autres, par plusieurs 
composantes telle que l’atonie musculaire, une activité corticale élevée comparable à celle de l’état 
d’éveil, la présence d’une oscillation thêta dans l’hippocampe. Les circuits neuronaux supportant la mise 
en place du sommeil paradoxal, de ces caractéristiques ainsi que de ces fonctions biologiques sont 
discutés dans plusieurs revues (Peever and Fuller, 2017; Vertes, 1984). Cependant toutes ces 
composantes du sommeil paradoxal adulte ne sont pas observées lors des premiers jours du 
développement postnatal (P0 - P8) au cours desquels seuls l’atonie musculaire et les twitches sont 
présents, c’est pourquoi le terme de sommeil actif peut alors être utilisé (Figure 3.1 A, (Blumberg et al., 
2020)). Il y a aujourd’hui un consensus sur la présence de sommeil paradoxal, même si sa définition 
peut différer partiellement, chez les mammifères, oiseaux et quelques reptiles (Blumberg et al., 2020). 
Chez le rat lors de la première semaine de vie postnatale cette phase particulière du sommeil peut 
représenter jusqu’à 100 % de la phase de sommeil (Figure 3.1 B) (Jouvet-Mounier et al., 1969). La 
proportion de sommeil paradoxal atteint un pic autour du 7ème jour chez le rat avant de décroître 
progressivement au profit du sommeil lent (SWS). La phase de sommeil lent (SWS), aussi appelé 
sommeil calme, est très rare et se caractérise par des épisodes très court chez le rat lors de la première 
semaine de vie. Il n’apparaît qu’entre P10 et P12 chez le rat juvénile puis augmente rapidement en 
proportion jusqu’à environ 30 jours pour atteindre une répartition du cycle veille sommeil identique à 
celle décrite chez le rat adulte. 
 

A B

 
Figure 3.1 : Composantes et évolution de la quantité de sommeil paradoxal chez le rongeur juvénile. 

A. Extraite de (Blumberg et al., 2020) adaptée de (Corner, 1985). La corde tressée représente l’assemblage 
progressif au cours du développement des différentes composantes qui caractérisent le sommeil paradoxal tel 

qu’il est décrit chez l’animal adulte. B. Extraite de (Jouvet-Mounier et al., 1969). Changements, au cours 

d'enregistrements de 8 heures, des pourcentages moyens d'éveil (W), de sommeil lent (SWS) ("sommeil calme" 

pendant les 12 premiers jours) et de sommeil paradoxal (PS) exprimés en fonction de l'âge chez le rat. En ordonnée 

: pourcentage du temps total d'enregistrement (TRT). En abscisse : âge en jours. N =48 ; nombre d'animaux = 

18. La colonne de droite montre les pourcentages de W, SWS et PS sur 24 heures chez le rat adulte. 

 
Le sommeil paradoxal (PS sur la figure) est aussi appelé sommeil actif en raison de la présence 

de ‘twitches’ lors de cette phase particulière du sommeil. Les twitches sont des mouvements 
intermittents, se produisant de façon spontanée (c’est-à-dire ne nécessitant pas de stimulation 
sensorielle) et contrastant avec l’atonie musculaire observée lors du sommeil actif, en cela ils 
correspondent aux mouvements de Hamburger de type I (Hamburger, 1973). Ces twitches lors du 
sommeil actif sont observés chez plusieurs espèces telles que le rat, le cochon d’inde, le chat (Jouvet-
Mounier et al., 1969) mais aussi de façon plus générale chez les mammifères terrestres (Blumberg et al., 
2020). Chez le rat ils sont plus intenses et fréquents chez le juvénile jusqu’à P10-12 (Jouvet-Mounier et 
al., 1969).  
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Les mécanismes neuronaux à l’origine de la génération des twitches sont présentés dans la revue 

de (Blumberg and Lucas, 1996). Dans ce paragraphe nous revenons brièvement sur quelques faits 
principaux. Ces mécanismes ont d’abord été étudiés par des embryologistes (Figure 3.2). Il a été montré 
chez l’embryon de poulet que malgré une section medio-thoracique de la moelle épinière combinée avec 
le retrait chirurgical de la moitié dorsale et sensorielle de la moelle épinière lombosacrée les embryons 
présentaient toujours des twitches au niveau des membres inférieurs (Hamburger et al., 1966). Cela 
démontrait donc que les twitches pouvaient être générés par de l’activité spontanée générée de façon 
locale au niveau de la moelle épinière, c’est-à-dire en l’absence d’ordre descendant du cerveau et de 
manière non réflexogénique. Ces constatations ont été étendues à l’embryon de rat chez qui des 
mouvements des membres inférieurs sont observés suite à une section de la moelle épinière à hauteur 
de région médio-thoracique (entre T2 et T5) (Robertson and Smotherman, 1990). Ces observations faites 
sur l’embryon de rat ont également été étendues au rat nouveau-né. En effet, suite à une section de la 
moelle épinière, toujours au niveau de la région médio-thoracique, lors du premier ou deuxième jour de 
vie post-natale, une diminution de 50 % seulement du nombre de twitches des membres inférieurs est 
observés lors du 5ème jour de vie (Blumberg and Lucas, 1994). Dans cette étude les auteurs s’intéressent 
également à l’organisation temporelle des twitches chez les animaux ayant subi la transsection. Ils 
montrent que les twitches produits à haute fréquence (ceux séparés par des intervalles compris entre 0 
et 3 secondes) sont spécifiquement réduits, alors que ceux produits à plus basse fréquence (avec des 
intervalles compris entre 3 et 10 secondes) ne le sont pas (Blumberg and Lucas, 1994). De cette 
observation, ils proposent l’existence de deux mécanismes indépendants de génération des twitches chez 
le rat nouveau-né : un premier localisé au niveau de la moelle épinière générant des twitches sur une 
large gamme de fréquence, et un second générant des twitches à haute fréquence que les auteurs 
proposent d’être localisé au niveau du tronc cérébral (Blumberg and Lucas, 1996). En effet, la partie 
caudal du noyau du pont (Caudal pontine reticular nucleus) ainsi que le noyau à cellules géantes 
(Gigantocellular reticular nucleus) localisés dans le tronc cérébral, respectivement dans le pons et la 
medulla, contiennent des neurones présentant une activité de décharge en bouffée coïncidant avec les 
twitches observés lors du sommeil paradoxal (Vertes, 1984). La participation de la partie caudal du 
noyau du pont dans la génération des twitches associée au sommeil actif a également été mise en 
évidence chez le rat âgé d’une semaine (Kreider and Blumberg, 2000). Enfin, un troisième noyau : le 
noyau rouge (Red nucleus) localisé dans le mésencéphale participe également à la génération des 
twitches, son inhibition entraînant une diminution de leur fréquence (Rio-Bermudez et al., 2015). La 
génération des twitches principalement dominée par la moelle épinière lors des stades fœtaux devient 
progressivement dominée par les mécanismes de production localisés dans le tronc cérébral lors des 
stades néonataux. Même si la génération des twitches reste principalement liée à la moelle épinière et 
au tronc cérébral, une partie d’entre eux pourrait être générée par l’activation du cortex moteur primaire. 
En effet, il a été montré qu’un tiers environ des twitches est précédé par une activation du cortex moteur 
primaire, et qu’une application locale de lidocaïne en surface du cortex moteur, entrainant son 
inactivation, conduit à une réduction d’environ 30 % du nombre de twitches (An et al., 2014). 
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contraction musculaire produisant un twitche au niveau d’une extrémité. Le retour sensoriel lié à cette contraction 
musculaire produit une activation neuronale en chaine de la moelle épinière jusqu’au cortex cérébral.  

 
 Étant donné la prévalence du sommeil et notamment du sommeil paradoxal lors des deux 

premières semaines de vie chez le rat ou la souris, des milliers de twitches sont produits chaque jour 
chez la souris juvénile. En conséquence, il est très probable que l’activité engendrée suite à ces twitches 
participe à la maturation des régions sous corticales et corticales recevant les réafférences sensorielles 
liées aux twitches. Ce point sera discuté dans les parties suivantes. 

B – Twitches et maturation de la moelle épinière et du cortex moteur 

Le retour sensoriel lié aux twitches atteint en premier lieu la partie dorsale de la moelle épinière où il 
entraîne l’activation des neurones sensoriels, et est déterminant dans la coordination des neurones 
moteurs et sensoriels de la moelle épinière (Inácio et al., 2016). Cette activation de neurones moteurs de 
la moelle épinière suivi par l’activation des neurones sensoriels participeraient notamment à l’adaptation 
fonctionnelle du système de retrait réflexe et au développement du réflexe de retrait nociceptif 
(Petersson et al., 2003; Schouenborg, 2008) et pourrait participer au développement du circuit du réflexe 
myotatique (Chen et al., 2003). Au niveau du cortex moteur primaire le retour sensoriel lié aux twitches 
est suivi d’une augmentation significative de l’activité des neurones avec un délai d’environ 100-125 
millisecondes, ainsi que par deux patrons d’activités oscillatoires les  « spindle burst » (Khazipov and 
Milh, 2018; McVea et al., 2012; Tiriac et al., 2014) et les oscillations gamma précoces dans (An et al., 
2014). Il est fort probable que tout comme dans d’autres régions corticales (cf Chapitre 3 partie 1) ces 
patrons d’activités précoces participent à plusieurs processus développementaux tels que la 
neurogenèse, le contrôle de l’apoptose, la migration neuronale, et d’autres (Yang et al., 2016; Kilb et 
al., 2011). Plus spécifiquement au niveau du cortex moteur primaire ces activations lors du 
développement précoce participeraient notamment à l’affinement de ses champs récepteurs (ségrégation 
des populations de neurones répondant au même stimulus en conséquence de l’activation des neurones 
seulement pour leur stimulus préféré), et sa transition de « sensoriel » vers « moteur » (Dooley and 
Blumberg, 2018). Cette même étude décrit cette transition comme rapide entre P11 et P12, et montre 
qu’elle est médiée par l’émergence d’un réseau inhibiteur local sans adresser la contribution de plusieurs 
types d’interneurones.   

C – Twitches et maturation de l’axe thalamo-cortical 

Après un relai thalamique, les réafférences sensorielles parviennent au cortex somatosensoriel primaire. 
Comme le montre la présence d’oscillation de type « spindle burst » dans la partie du cortex 
somatosensoriel répondant au mouvement des membres inférieurs malgré une section de la moelle 
épinière en région thoracique, ces patrons d’oscillations peuvent être générés de façon intrinsèque au 
cortex (Khazipov et al., 2004). Cependant, la majorité d’entre elles reste déclenchée par le retour 
sensoriel provoqué par les twitches (Khazipov et al., 2004). L’influence de ces patrons activités précoces 
dans la maturation du cortex a déjà été présenté, il apparait donc évident que les twitches en tant que 
déclencheurs sont importants dans la maturation de l’axe thalamo-cortical lors des phases du 
développement précoce. 

Les mouvements de type twitches peuvent également se produire au niveau des muscles 
contrôlant le mouvement des vibrisses. Dans ce cas ils génèrent également un retour sensoriel qui 
parvient au noyau postéro-médian ventral (ventral posteromedial nucleus) du thalamus avec un délai 
compris entre 100 et 250 millisecondes. Cette activation thalamique est suivie d’une activation du cortex 
somatosensoriel primaire (Tiriac et al., 2012). Les twitches au niveau des vibrisses participeraient donc 
également à la maturation des circuits thalamo-corticaux. 

D – Twitches et maturation du circuit hippocampo-entorhinal 

Suite à l’activation du cortex somatosensoriel le retour sensoriel lié aux twitches entraîne les activations 
successives du cortex entorhinal et de l’hippocampe (Mohns and Blumberg, 2008, 2010; Valeeva et al., 
2019). Bien que le lien causal entre l’activation du cortex entorhinal et de l’hippocampe ne soit pas 
complètement établi, l’ensemble de ces études le suggère très fortement. Nous avons tenté d’étudier 
cette causalité en combinant imagerie calcique in vivo et inhibition chimio-génétique du cortex 
entorhinal chez le souriceau éveillé, cela sera présenté dans la partie résultats (Leprince et al., 2022). 
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Une étude récente a montré que l’inhibition de l’activité du cortex entorhinal entre P15 et P21 réduit 
l’innervation périsomatique inhibitrice des interneurones CCK dans le gyrus denté (Feng et al., 2021). 
Il est donc également possible que l’activité du cortex entorhinal, fortement déclenchée par les twitches 
lors du développement postnatal, participe également à la maturation anatomo-fonctionelle de 
l’hippocampe. Le rôle exact des twitches dans la maturation de l’hippocampe reste non décrit. En lien 
avec le rôle préparatoire que l’activité peut avoir au cours du développement (voir vagues rétiniennes 
dans le cortex visuel), il n’est pas connu si l’activité liée au twitches permet de préparer le réseau de 
CA1 à la formation des patrons d’activités séquentiels observés chez l’animal adulte. 
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CHAPITRE 4 : Objectifs du travail de la thèse présentée 

4.1 Origine et évolution 

Originellement, ce projet de thèse se base sur des travaux réalisés dans l’équipe décrivant l’organisation 
séquentielle « par défaut » observée dans la couche pyramidale de la région CA1 de l’hippocampe 
lorsqu’une souris se déplace sur un tapis roulant non motorisé dans un environnement où la présence 
d’indices sensoriels est minimisée (Villette et al., 2015). Il est montré dans cette étude soutenue par une 
publication ultérieure que les séquences décrites sont le support d’un codage mixte du temps et de la 
distance (Haimerl et al., 2019). Le projet s’appuie fortement sur les travaux de l’équipe décrivant des 
assemblées de neurones hippocampiques et leur relation avec l’activité séquentielle (Malvache et al., 
2016). Dans cette étude, les assemblées de neurones hippocampiques, sont décrites comme de petits 
groupes orthogonaux de neurones. Ces groupes sont qualifiés d’orthogonaux au sens où un neurone 
n’appartient qu’à une seule assemblée et au sens mathématique où l’ensemble des assemblées constitue 
une base sur laquelle se décompose l’activité neuronale séquentielle observée pendant la course de la 
souris. Une séquence neuronale observée pendant la course de la souris est alors décrite comme une 
combinaison d’assemblées activée de façon successive. De façon intéressante, certaines assemblées ne 
semblent pas être recrutées dans l’activation séquentielle lors de la course. De ces résultats émerge 
l’hypothèse que les assemblées décrites comme telles constituent une unité de base de l’activité de 
réseau de la région CA1 de l’hippocampe. Dans le cadre de cette hypothèse se pose la question de la 
préexistence des assemblées par rapport aux séquences. L’objectif initial de mon travail de thèse était 
donc d’utiliser de l’imagerie calcique in vivo dans la région CA1 de l’hippocampe chez le souriceau non 
anesthésié dans le but d’étudier l’apparition des assemblées neuronales, de l’activité séquentielle ainsi 
que la relation entre les deux. Nos premières observations suggéraient l’absence d’assemblées et/ou 
séquences lors du développement postnatal précoce. En revanche nous avons observé une évolution 
rapide de l’activité de CA1 lors des deux premières semaines de vie. Nous avons donc rapidement 
réorienté les objectifs vers les 5 décrits dans les points suivants. 

4.2 Présentation des objectifs 

Premier objectif : Décrire l’activité de réseau précoce dans la région CA1 de l’hippocampe 
Dans un premier temps nous nous sommes attachés à décrire l’activité de réseau dans la région CA1 de 
l’hippocampe lors des deux premières semaines de vie postnatale chez la souris. Cela permettait 
d’enrichir les connaissances sur la dynamique du réseau hippocampique en développement obtenues 
grâce à l’approche d’électrophysiologie extracellulaire évoquée dans l’introduction. 
 
Second objectif : Lier l’activité décrite au comportement moteur spontané du souriceau 
Comme évoqué dans l’introduction, le comportement moteur spontané du souriceau a été décrit comme 
un facteur influant sur l’activité hippocampique lors des phases précoces du développement. Nous avons 
donc cherché à lier l’activité que nous avions décrite en imagerie avec les mouvements observés du 
souriceau. 
 
Troisième objectif : Décrire les contributions des cellules pyramidales et interneurones à l’activité 
du réseau 
Un troisième objectif était de tirer parti d’un avantage que procure l’approche d’imagerie calcique in 

vivo, à savoir la résolution spatiale. En effet combinée à l’utilisation de lignées de souris transgéniques, 
il est possible grâce à l’imagerie calcique d’enregistrer simultanément l’activité de population de 
neurones définie génétiquement, ici les cellules pyramidales et les interneurones. En plus de cette 
approche fonctionnelle, une approche anatomique basée sur du traçage rétrograde a été envisagée et 
tentée. 
 
Quatrième objectif : Etudier le rôle de l’activité précoce sur la maturation du réseau 
hippocampique 
Enfin le dernier objectif était d’étudier comment les activités précoces que nous observons dans 
l’hippocampe participeraient à la maturation de ce réseau et à l’émergence des fonctions qu’il remplit 
chez la souris adulte. Pour répondre à cet objectif au moins deux approches s’offrent à nous : l’imagerie 
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calcique longitudinale et une approche visant à perturber l’activité précoce pour la lier à des 
répercussions potentiellement observées à des stades développementaux plus tardifs. 

L’imagerie calcique in vivo réalisée de façon longitudinale a l’avantage de permettre de suivre 
l’activité à l’échelle du neurone unique sur plusieurs jours, et donc de mettre en relation l’activité 
observée lors de phases précoces du développement avec celle observée à des stades plus tardifs, voire 
même celle observée chez la souris adulte. Les contraintes liées à cette approche sont évoquées dans les 
méthodes et les alternatives sont évoquées dans la partie discussion.  

L’approche visant à modifier l’activité lors du développement précoce requiert de disposer à la 
fois d’un moyen de manipuler l’activité du réseau de l’hippocampe lors du développement précoce, et 
d’un ou plusieurs paramètres quantifiables permettant d’évaluer les conséquences de la manipulation 
effectuée. Pour manipuler l’activité lors du développement précoce plusieurs approches ont été 
considérées telle la restriction des « twitches », l’inhibition chronique d’une catégorie des interneurones 
SST ou l’inhibition chronique du cortex entorhinal. Afin d’évaluer les effets de ces manipulations nous 
avions pour objectifs d’utiliser une approche anatomo-fonctionelle combinant la description de l’activité 
de réseau suite à la manipulation ainsi que la description du développement de l’innervation 
périsomatique inhibitrice dans la couche pyramidale.  

 
Cinquième objectif : Etudier les altérations de la maturation du réseau hippocampique dans un 
modèle murin de TSA  
Enfin le dernier objectif résidait en la caractérisation de la maturation de l’activité de réseau dans la 
couche pyramidale de la région CA1 de l’hippocampe dans un modèle murin des troubles du spectre 
autistique (TSA).  
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MATERIELS, METHODES ET LIMITATIONS   
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1. Injection virale chez la souris nouveau-née 

1.1 Injection intraventriculaire à P0 de l’indicateur calcique GCaMP6s 

La première difficulté liée à l’objectif de réaliser de l’imagerie calcique in vivo chez la souris nouveau-
née réside en la capacité à obtenir une expression suffisamment rapide, forte et stable d’un indicateur 
calcique permettant le suivi de l’activité neuronale. Plutôt que d’utiliser des modèles de souris 
transgéniques nous avons choisi d’induire l’expression de l’indicateur calcique génétiquement encodé 
GCaMP grâce à une injection virale. Afin d’obtenir une expression rapide, forte et stable de cet 
indicateur calcique nous avons utilisé un protocole d’injection virale intraventriculaire à P0 déjà décrit 
(Kim et al., 2013, 2014). Cela nous a permis d’obtenir dès P4-5 une expression du GCaMP suffisante 
pour réaliser l’imagerie calcique dans la région CA1 de l’hippocampe. Cette méthode d’injection peut 
être utilisée de façon plus générale pour obtenir une expression pan-neuronale de l’indicateur GCaMP 
et a permis de réaliser une partie de l’imagerie calcique couplée à la photo-stimulation holographique 
dans la région du cortex en barils chez le souriceau (Bollmann et al 2022, en révision) ainsi qu’à des 
expériences d’imagerie calcique dans la région CA1 de l’hippocampe réalisées chez la souris adulte 
(Boyce et al, en révision ; Vorobyev et al, en préparation).  

1.2 Injections virales stéréotaxiques à P0  

Afin d’étudier l’influence de l’activité des interneurones SST de l’hippocampe ou le rôle des cellules 
excitatrices du cortex entorhinal médian et du noyau réuniens dans l’évolution de l’activité de la région 
CA1 au cours du développement, un protocole d’injection virale ciblée a été développé par Erwan 
Leprince (Leprince et al., 2022), doctorant dans l’équipe. Ici, il consiste en l’injection localisée à 
l’hippocampe, au réuniens ou au cortex entorhinal d’un virus permettant l’expression du DREADD 
inhibiteur hM4DGi. Ce protocole a également été utilisé pour l’injection d’un vecteur viral permettant 
d’induire l’expression des protéines TVA et G couplée à la GFP dans l’hippocampe préalablement à 
l’injection d’un virus pseudo-typé modifié de la rage quelques jours plus tard dans les expériences de 
traçage rétrograde monosynaptique. 

1.3. Injections virales stéréotaxiques chez le souriceau entre P5 et P9 

Les expériences de traçage rétrograde ont nécessité l’injection intra-hippocampique du virus de la rage 
pseudo-typé. Ce protocole d’injection chez la souris âgée de quelques jours (P4-9) a été développé à 
partir d’un protocole d’injection utilisé en routine chez la souris adulte. Les souriceaux sont anesthésiés 
et placés dans un cadre stéréotaxique permettant une injection virale ciblée dans la région CA1 de 
l’hippocampe.  

2. Chirurgie pour l’imagerie calcique in vivo dans l’hippocampe chez le souriceau 

2.1 Méthode développée : 

L’imagerie calcique dans la région de CA1 de l’hippocampe chez le souriceau non anesthésié n’avait 
jamais été réalisée dans l’équipe, cela a donc nécessité de mettre en place un protocole de chirurgie et 
d’imagerie permettant l’acquisition de données (Dard et al., 2022). Pour cela nous nous sommes appuyés 
à la fois sur l’expertise de l’équipe dans l’imagerie calcique in vivo dans la région CA1 de l’hippocampe 
chez la souris adulte (Villette et al., 2015), et dans l’imagerie in vivo dans le cortex en baril chez le 
souriceau (Modol et al., 2020).    
 
2.2 Limitations :  
Ce protocole présente trois limitations principales. Premièrement, il ne garantit pas l’acquisition de 
données stables avec une bonne expression du GCaMP (champ d’imagerie de qualité sans artefacts de 
mouvements) dans plus de 30 à 40% des cas. Deuxièmement, il est difficilement compatible avec un 
suivi longitudinal de l’activité chez le même animal sur plusieurs jours consécutifs. Ce suivi longitudinal 
devient néanmoins bien plus réaliste chez des souris à partir du début de la 3ème semaine de vie. Le 
dernier point critique est l’aspect invasif de la chirurgie qui consiste en un retrait des régions corticales 
se trouvant au-dessus de l’hippocampe, notamment une partie du cortex moteur et une partie du cortex 
somato-sensoriel. Cette limitation a été prise en compte en enregistrant de façon simultané l’activité 
électrophysiologique de l’hippocampe dans les deux hémisphères après chirurgie (Dard et al., 2022). 
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3. Acquisition des données 

3.1. Données d’imagerie : principes et limites 

Afin d’enregistrer l’activité neuronale nous avons utilisé l’indicateur calcique génétiquement encodé 
GCaMP (Nakai et al., 2001). Cet indicateur est une protéine ingénieurée qui est l’assemblage d’une 
protéine fluorescente verte (eGFP), de la calmoduline (une protéine modulée par le calcium) et du 
peptide M13 (portion d’une kinase régulant la myosine II). Lors de la fixation de calcium sur la partie 
calmoduline du GCaMP un changement conformationnel de la protéine conduit à l’émission de 
fluorescence après excitation. Différentes générations d’indicateur calcique GCaMP ont été développées 
(notamment dans le cadre du GENIE project).  
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Figure M1 : Principe du suivi de l’activité neuronale via l’utilisation d’indicateur calcique GCaMP6. 
A : extraite de (Chen et al., 2013) cette figure montre l’association entre le niveau de fluorescence du GCaMP et 
les potentiels d’actions émis par la cellule enregistrée pour deux version de l’indicateur GCaMP6 (6s et 6f). B : 

figure reconstruite à partir de https://www.janelia.org/node/65790 montrant la variation de signal GCaMP 

moyenne (df /f) suite à l’émission d’un (à gauche) ou de trois (à droite) potentiel d’action pour le GCaMP6s (en 
noir) et le GCaMP6f (en vert).  

 
Ici nous avons utilisé le GCaMP6s (Chen et al., 2013), en comparaison avec le GCaMP6f, cette version 
de l’indicateur nous a permis de maximiser le rapport signal sur bruit suite à une activation neuronale 
au détriment du temps de décroissance. Malgré le développement de nombreuses méthodes d’inférences 
des potentiels d’action émis par les cellules imagées, la reconstruction fidèle de l’activité des neurones 
imagés à l’échelle du potentiel d’action unique reste difficilement atteignable et dépendante des 
conditions d’imagerie. Il est en effet possible, comme le montre l’enregistrement simultané de l’activité 
électrophysiologique d’un neurone ainsi que ces variations de signal calcique (Figure M1), d’inférer 
précisément les potentiels d’action émis par le neurone en se basant sur le signal de fluorescence 
calcique. Cependant cela s’obtient en réalisant l’imagerie calcique avec une haute résolution spatio-

https://www.janelia.org/node/65790
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temporelle, typiquement (60 Hz and 0.12 µm per pixel - (Chen et al., 2013)). Ces enregistrements 
combinant électrophysiologie et imagerie calcique permettent d’obtenir une « ground truth », c’est-à-
dire une activité calcique pour laquelle l’activité électrophysiologique du neurone est connue. Comme 
cela sera évoqué plus tard, il est possible en utilisant des paramètres d’imagerie similaire de prédire 
l’activité électrophysiologique des neurones imagés en utilisant le signal calcique seul. Cependant ces 
conditions d’imagerie ne sont que rarement compatibles avec l’objectif d’enregistrer simultanément un 
grand nombre de neurones, cas dans lequel il faut faire un compromis entre résolution spatiale, 
résolution temporelle et taille du champ d’imagerie. D’une certaine façon, on pourrait dire que 
l’imagerie calcique agit comme un filtre sur l’activité électrophysiologique. Même si les résultats 
obtenus par de  l’imagerie calcique ou par de l’électrophysiologie sont conciliables (Siegle et al., 2021), 
il peut subsister des différences dans l’interprétation des données obtenues avec une méthode ou une 
autre et selon la méthode utilisée afin d’inférer l’activité à partir d’un enregistrement d’imagerie calcique 
(Evans et al., 2019; Wei et al., 2020). Les méthodes que nous avons utilisées pour la préanalyse des 
données d’imagerie et notamment l’inférence de l’activité des neurones enregistrés sont développées 
ultérieurement. 

3.2. Comportement du souriceau lors de l’imagerie 

Le comportement du souriceau lors des sessions d’imagerie a été suivi en utilisant deux approches. 
Premièrement, nous avons utilisé des capteurs piezzo-électriques disposés sous les pattes du souriceau 
afin de détecter ses mouvements. Dans un second temps, simultanément à l’imagerie calcique, le 
comportement du souriceau était filmé à l’aide de deux caméras infra-rouges disposées de part et d’autre 
de la souris. Ces enregistrements ont ensuite été synchronisés avec les données d’imagerie et 
manuellement annotés (Figure M2) afin de corréler l’activité neuronale observée avec le mouvement du 
souriceau. L’annotation du comportement du souriceau a été faite en catégorisant trois types de 
mouvements. Premièrement les mouvements complexes, ils correspondent aux mouvements observés 
lors des phases d’éveil. Deuxièmement, les « startles », il s’agit de mouvements brefs synchronisant 
l’ensemble des membres du souriceau. Troisièmement, les twitches que nous avons déjà introduit. 
Globalement ces trois catégories suivent la catégorisation des mouvements déjà définie (Hamburger, 
1973). 
 

Figure M2 : Capture écran de la BADASS GUI inclue dans CICADA.  

Cette interface permet la visualisation synchronisée de l’imagerie calcique (à gauche) et des caméras disposées 
de part et d’autre de la souris. On voit ici l’enregistrement d’une souris à P5. 

4. Préanalyse des données d’imagerie calcique 

La préanalyse des données consiste en la correction du mouvement, l’extraction des contours des 
cellules imagées ainsi que de leur activité individuelle à partir du film enregistré. Plusieurs suites 
d’analyses ont été développées dans ce but par de nombreuses équipes. Le principe de ces outils de 
préanalyse des données d’imagerie calcique est souvent d’inférer les potentiels d’action émis par les 
neurones imagés à partir de leur signal de fluorescence. Pour cela plusieurs algorithmes ont été 
développés et validés en utilisant des données d’imagerie acquise simultanément avec l’activité 
électrophysiologique du neurone. 
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4.1 Limitations des méthodes préexistantes 

Dans une première approche nous avons utilisé la suite « CaImAn » (Giovannucci et al., 2018; 
Pnevmatikakis et al., 2016) utilisée en routine (Modol et al., 2020). Très brièvement, le but de cette suite 
est d’obtenir de façon simultanée les contours des cellules actives dans le champ d’imagerie ainsi que 
l’activité de chacune d’entre elles. De façon importante, cette méthode présente aussi l’intérêt d’offrir 
un « démixage » de l’activité au sens ou un même pixel peut appartenir à plusieurs cellules si celles-ci 
sont partiellement superposées, l’activité de ce pixel contribue alors à l’activité d’une cellule ou d’une 
autre selon si les pixels coactifs appartiennent à une cellule ou une autre. Dans un second temps il est 
possible d’inférer l’émission de potentiels d’action des cellules imagées à partir des signaux calciques 
extraits. Cette inférence utilise des modèles optimisés sur les données obtenues en combinant 
enregistrement calcique et électrophysiologique. Ces modèles sont donc particulièrement adaptés pour 
la préanalyse de données d’imagerie calcique chez la souris adulte dans des régions telles que le cortex 
visuel ou le cortex en baril. Ce type de préanalyse s’est donc révélé délicat à utiliser dans nos données. 
En effet, nos données d’imagerie présentent deux contraintes à l’utilisation de cette méthode. 
Premièrement la zone imagée : la couche pyramidale de la région CA1 de l’hippocampe se caractérise 
par une très forte densité cellulaire conduisant à de nombreuses superpositions de cellules. 
Deuxièmement l’activité neuronale lors des phases précoces du développement est marquée par 
l’apparition d’activées récurrentes fortement synchrones. En conclusion, les données d’imagerie 
calcique in vivo dans la région CA1 de l’hippocampe chez le souriceau présentent donc un fort taux de 
superposition de cellules fortement coactives. Comme présenté plus détails par une autre étude (Gauthier 
et al., 2018), la combinaison de ces deux facteurs réduit fortement la précision de cette suite d’analyse. 
De plus, il n’existe pas encore d’enregistrement simultané de l’activité calcique et électrophysiologique 
de neurones de la région CA1 de l’hippocampe chez le souriceau. Ceci rend d’autant plus compliqué 
l’optimisation des algorithmes permettant l’inférence des potentiels d’action émis par les neurones 
puisqu’ils n’ont jamais été testés et validés sur le genre de données d’imagerie que nous avons. En 
conséquence nous avons décidé de développer une suite de préanalyse orientée vers l’analyse de ce type 
de données.  

4.2 Développement d’une nouvelle méthode de préanalyse 

Concernant l’extraction des contours des cellules à partir du film notre choix s’est porté sur « suite2p » 
(Pachitariu et al., 2017). Il restait ensuite à développer une méthode d’analyse permettant d’inférer 
l’activité de chacune des cellules préalablement identifiées. Ici nous avons pris le parti de considérer un 
neurone actif lors du temps de montée de fluorescence (entre le déclenchement et le pic de l’activité 
calcique) à condition que cette augmentation de fluorescence soit visuellement identifiable et attribuable 
au neurone d’intérêt et non dû à un artefact (tel qu’évoqué dans la partie précédente). Ensuite, nous 
sommes partis du principe que s’il était possible d’observer directement dans le film qu’une 
augmentation de fluorescence correspondait bien à l’activation d’une cellule ou d’une autre, alors il 
serait possible d’entrainer un réseau de neurones artificiels à remplir cette fonction. Suivant cette 
idée nous avons développé DeepCINAC (Deep Calcium Imaging Neuronal Activity Classifier), un 
réseau de neurones artificiels, permettant après entrainement, d’inférer en deux étapes successives le 
type cellulaire des neurones imagés ainsi que leur activité individuelle (Figure M3). Tout le code 
développé à cette occasion est disponible en ligne (Gitlab - CossartLab Group ID : #5948056, Projet 
ID : # 14099446 ; https://gitlab.com/cossartlab/deepcinac). Ce travail a été effectué en collaboration 

https://gitlab.com/cossartlab/deepcinac
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avec Julien Denis, doctorant dans l’équipe, et a donné lieu à une publication présentée en tant 
« qu’article méthodologique » dans la partie résultats (Denis et al., 2020).  

Figure M3 : Capture écran de l’interface graphique fournie dans DeepCINAC.  

Cette interface permet de visualiser le signal calcique de toutes les cellules détectées. Elle permet également la 

visualisation directe du film d’imagerie centrée sur la cellule d’intérêt entre deux points temps manuellement 
définis. La visualisation du film permet d’annoter sur la trace calcique les transients correspondant à des 

activations de la cellule. Si l’activité de la cellule a été inférer au préalable par une autre méthode cette inférence 
peut être représentée au-dessous du signal calcique ce qui permet une rapide inspection visuelle des résultats 

obtenus. En complément cette interface permet de visualiser l’ensemble des cellules ayant au moins un pixel en 
commun avec la cellule d’intérêt. En complément de la visualisation du film, cela permet de vérifier qu’une 
augmentation de fluorescence observée sur le signal calcique correspond bien à une activation de la cellule 

d’intérêt et non pas d’une cellule adjacente. Cette interface a permis d’établir une « ground truth » visuelle avec 

laquelle nous avons entraîné le classificateur d’activité à inférer l’activité neuronale directement à partir de la 
visualisation du film d’imagerie calcique (Denis et al., 2020). 
 

5. Analyse des données 

5.1 Format NWB 

Afin d’optimiser l’analyse de grands jeux de données de façon systématique, reproductible et 
partageable nous avons choisi de convertir toutes nos données dans le format standardisé international 
NWB : N (« Neurodata Without Borders : Neurophysiology ») (Rübel et al., 2022).  Ce format NWB : 
N vise à unifier le format des données de neurophysiologie de façon ouverte. Il couvre notamment les 
données acquises en imagerie calcique in vivo, électrophysiologie intracellulaire ou extracellulaire et 
permet grâce à l’utilisation de différents modules de combiner et de synchroniser les données avec le 
comportement de l’animal mais aussi avec les conditions expérimentales utilisées. Pour cela nous avons 
mis en place le processus présenté ci-dessous (Figure M4) permettant la création d’un fichier NWB. Ce 
processus consiste en trois procédés principaux : le traitement de l’imagerie, le traitement du 
comportement, la synchronisation temporelle du comportement et de l’imagerie. Le traitement de 
l’imagerie se fait en plusieurs étapes. Les images sont d’abord réalignées pour corriger les artéfacts de 
mouvements, puis les contours des cellules sont extraits (contours), enfin à partir du film corrigé et des 
contours, l’activité neuronale est inférer en utilisant un classificateur de DeepCINAC (raster). En 
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complément nous procédons à l’extraction des signaux calciques de chacune des cellules (traces) ainsi 
que du type cellulaire des cellules imagées en utilisant un autre classificateur de DeepCINAC (cell-
type). Le comportement des souriceaux est annoté manuellement à partir de la visualisation des vidéos 
(behaviour). Enfin la synchronisation temporelle de l’ensemble des données est permise par la lecture 
automatique d’un fichier contenant les signaux correspondant à l’acquisition de l’ensemble des images 
d’imagerie calcique et de comportement (timestamps). L’ensemble de ces données est combiné dans un 
fichier au format NWB. 

1- Motion Correction

2- Cell Segmentation

Algorithms:

- CaImAn

- ‘Michel postdoc’
- Suite2p

Algorithms:
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Figure M4 : Illustration du processus de préanalyse des données conduisant à la création d’un fichier NWB. 

Ce fichier combine les données d’imagerie, de comportement et métadonnées associées et permet une analyse 

automatisée de l’ensemble des données dans un format standard et partageable. 

5.2 Développement de la suite d’analyse CICADA 

Afin d’analyser les données mises en forme dans le format NWB, nous avons développé, en 
collaboration avec Julien Denis, CICADA (Calcium Imaging Complete Automated Data Analysis). Le 
développement de cette suite d’analyse n’a pas donné lieu à une publication mais tous les codes ont été 
publiés (Gitlab - CossartLab Group ID : #5948056, Projet ID : # 14048984 ; 
https://gitlab.com/cossartlab/cicada) et ont été fréquemment mis à jour selon les besoins en analyse 
soulevés par mon travail de thèse ainsi que par les besoins de l’équipe. Brièvement CICADA consiste 
en une interface graphique permettant successivement : la sélection des données (NWB) à analyser, le 
choix de l’analyse à réaliser, le paramétrage fin de l’analyse, et enfin la génération de figures (Figure 
M5). A chaque analyse réalisée est également associé un fichier de configuration permettant de relancer 
de façon exactement identique la même analyse assurant la reproductibilité des résultats. 
 

 

 

 

 

 

 

 

https://gitlab.com/cossartlab/cicada
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A B

C D

 
Figure M5 : Illustration du fonctionnement de CICADA. 

A. Initialisation des analyses disponibles. B. Fenêtre principale permettant la sélection des fichiers NWBs à 

analyser (à gauche) et de l’analyse à réaliser (à droite). C. Fenêtre pop-up permettant la configuration de 

l’analyse sélectionnée. D. Figure obtenue, dans cet exemple un PMTH, pour une cellule unique chez un animal de 

5 jours, centré sur le début des twitches (chaque ligne est un twitche), l’activité de la cellule est représentée par 
les traits noirs. 
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1. Articles de thèse :  

1.1 Article méthodologique : Denis J., Dard R.F. et al 

Titre: “DeepCINAC: A Deep-Learning-Based Python Toolbox for Inferring Calcium Imaging Neuronal 
Activity Based on Movie Visualization.”  
Auteurs : Julien Denis‡, Robin F. Dard‡, Eleonora Quiroli, Rosa Cossart, and Michel A. Picardo  
Publication : ENeuro 7. (2020).  

A- Résumé 

Dans cet article nous présentons une nouvelle approche basée sur de l’apprentissage profond supervisé 
utilisée afin d’entrainer un réseau de neurones artificiels à inférer le type cellulaire et l’activité de 
neurones imagés en se basant directement sur la visualisation des images. Nous sommes parvenus à 
entrainer un classificateur permettant la catégorisation des cellules imagées en tant que cellules 
pyramidales ou interneurones avec une sensibilité de respectivement 90% et 82% et une précision de 
respectivement 90% et 91%. Nous avons pu ensuite entrainer des classificateurs d’activités permettant 
d’évaluer pour chaque neurone imagé sa probabilité d’être actif sur chacune de toutes les images du film 
d’imagerie calcique. Nous démontrons que le classificateur obtient une sensitivité médiane de 80% et 
une précision médiane de 91% sur des données d’imagerie calcique de la région CA1 de l’hippocampe 
en développement. Ces performances sont au-dessus des performances de CaImAn sur ce même jeu de 
données. Dans la suite de l’article nous démontrons le caractère versatile de cette approche par 
apprentissage profond qui permet, en variant les données d’entrainement fournies au réseau de neurones 
artificiels, de produire une gamme de classificateurs adaptée au besoin. En effet nous avons montré 
qu’en variant le jeu de données d’entrainement du classificateur nous pouvions obtenir des 
classificateurs très spécifiques, tel cinac_v3, performant très bien sur des données d’imagerie dans 
l’hippocampe adulte obtenues en utilisant l’indicateur calcique décalé vers le rouge GECO ou au 
contraire des classificateurs plus généralistes tel cinac_v4. En conclusion, cet article valide l’utilisation 
des classificateurs pour l’inférence du type cellulaire et de l’activité neuronale pour l’analyse des 
données conduisant au second article. C’est également une preuve de concept pour l’utilisation de ce 
type d’approche pour l’inférence de l’activité neuronale dans des données d’imagerie calcique variées. 

B- Article 

https://www.eneuro.org/content/eneuro/7/4/ENEURO.0038-20.2020.full.pdf 
  

https://www.eneuro.org/content/eneuro/7/4/ENEURO.0038-20.2020.full.pdf
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DeepCINAC: A Deep-Learning-Based Python
Toolbox for Inferring Calcium Imaging Neuronal
Activity Based onMovie Visualization
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Abstract

Two-photon calcium imaging is now widely used to infer neuronal dynamics from changes in fluorescence of
an indicator. However, state-of-the-art computational tools are not optimized for the reliable detection of fluo-
rescence transients from highly synchronous neurons located in densely packed regions such as the CA1 py-
ramidal layer of the hippocampus during early postnatal stages of development. Indeed, the latest analytical
tools often lack proper benchmark measurements. To meet this challenge, we first developed a graphical user
interface (GUI) allowing for a precise manual detection of all calcium transients from imaged neurons based on
the visualization of the calcium imaging movie. Then, we analyzed movies from mouse pups using a convolu-
tional neural network (CNN) with an attention process and a bidirectional long-short term memory (LSTM) net-
work. This method is able to reach human performance and offers a better F1 score (harmonic mean of
sensitivity and precision) than CaImAn to infer neural activity in the developing CA1 without any user interven-
tion. It also enables automatically identifying activity originating from GABAergic neurons. Overall, DeepCINAC
offers a simple, fast and flexible open-source toolbox for processing a wide variety of calcium imaging data-
sets while providing the tools to evaluate its performance.

Key words: calcium imaging; CNN; deep learning; hippocampus; LSTM; neuronal activity

Significance Statement

Inferring neuronal activity from calcium imaging data remains a challenge because of the difficulty in obtain-
ing a ground truth using patch clamp recordings and the problem of finding optimal tuning parameters of in-
ference algorithms. DeepCINAC offers a flexible, fast and easy-to-use toolbox to infer neuronal activity from
any kind of calcium imaging dataset through visual inspection.

Introduction
In vivo calcium imaging is widely used to study activity

in neuronal microcircuits. Advances in imaging now al-
lows for the simultaneous recording of several thousands
of neurons (Stringer et al., 2019). One difficulty resides in
how to infer single neuron activation dynamics from
changes in fluorescence of a calcium indicator. A chal-
lenge is therefore to offer an analytical tool that would be
scalable to the wide variety of calcium imaging datasets
while providing reliable analysis.

State-of-the-art computational tools to infer neuronal
activity (such as CaImAn; Pnevmatikakis et al., 2016;
Giovannucci et al., 2019) are based on the deconvolution
and demixing of fluorescence traces from segmented
cells. However, to optimize the deconvolution parame-
ters, a ground truth based on simultaneous targeted
patch-clamp recordings and two-photon imaging is nec-
essary (Chen et al., 2013; Evans et al., 2019).
Moreover, an analysis based on the fluorescence traces

even after a demixing process can still be biased by
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overlapping cells (Gauthier et al., 2018). In a recent study
from Gauthier and collaborators (Gauthier et al., 2018) an-
alyzing calcium imaging data recorded in the region CA1
in adult rodents (Gauthier and Tank, 2018), 66% of the
cells were reported as having at least one false transient,
and overall, among 33,090 transients (from 1325 sources),
67% were considered as true, 13% as false, and 20%
were unclassified. Those contaminations increase the risk
of misinterpretation of the data. Inferring neuronal activity
from the developing hippocampus in vivo is even more
challenging because of several factors: (1) recurring net-
work synchronizations are a hallmark of developing neu-
ronal networks (Provine, 1972; Galli and Maffei, 1988;
Ben-Ari et al., 1989; O’Donovan, 1989), which results in
frequent cell co-activations, (2) the somata of pyramidal
neurons are densely packed which results in spatial over-
lap, (3) different calcium kinetics are observed in the same
field of view (because of different cell types and different
stages of neuronal maturation; Allene et al., 2012). All
these points are illustrated in Movie 1, Movie 2 (region
CA1 of the hippocampus from mouse pups). In addition,
most methods do not offer solutions to evaluate the per-
formance of neuronal activity inference on user datasets.
To meet those challenges, we have developed a graphical
user interface (GUI) that allows for such evaluation
through data exploration and a method based on deep
learning to infer neuronal activity. Even if several deep-
learning-based methods to infer neuronal activity from flu-
orescence signals have already been developed (Berens
et al., 2018), none proposes a method directly based on
raw two-photon imaging signals.
Our goal was to train a classifier to recognize cell acti-

vation directly from a movie which falls into the domain of
action recognition. Action recognition from videos has
seen recent important progress thanks to deep learning
(Bin et al., 2019). Using a similar approach, we have
trained a binary classifier on calcium imaging movies (al-
lowing us to explore both the forward and backward tem-
poral information among the whole sequence of video
frames) to capture the fluorescence dynamics in the field
of view and then predict the activity of all identified cells. It
gave us the opportunity to take full advantage of the infor-
mation contained in the movie in terms of dynamics and
potential overlaps or other sources of contamination that

might not be accessible when working only on fluores-
cence time courses.
To train the classifier, a ground truth was needed. To

our knowledge, no calcium imaging datasets from the
developing hippocampus in vivo with simultaneous elec-
trophysiological ground truth measurements are avail-
able. The most accurate ground truth would require
targeted patch-clamp recordings with two-photon imag-
ing on all the different hippocampal cell types with differ-
ent calcium dynamics. This is technically difficult, time
consuming, and even more during development as the
ground truth must be obtained from cells at various
stages of maturation. As a result, we decided to base the
ground truth on the visual inspection of raw movies
using a custom-made GUI. It gives the advantages to
work on any kind of calcium imaging dataset and to offer
an easy tool to benchmark methods that infer neuronal
activity.

Movie 1. In vivo two-photon imaging in the CA1 region of the
hippocampus in a 12-d-old mouse pup. Field of view (FOV) is
80 � 80 mm, frame rate is 8 Hz, and video is speeded up 10
times. The video shows recurrent periods of neuronal activa-
tions recruiting a large number of adjacent neurons leading to
spatial and temporal overlaps. [View online]

Movie 2. In vivo two-photon imaging in the CA1 region of the
hippocampus in a 7-d-old mouse pup. Field of view (FOV) is
100 � 100 mm, frame rate is 8 Hz, and video is speeded up 10
times. The Video shows different cell types (i.e., interneurons
and pyramidal cells) with different calcium dynamics. [View
online]
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The GUI offers a tool to precisely and manually detect
all calcium transients (from onset to peak, which is the
time when cells are active). We collected and combined a
corpus of manual annotations from four human experts
representing 37 h of two-photon calcium imaging from 11
mouse pups aged between five and 16 postnatal days in
the CA1 region using GCaMP6s. Almost 80% of the labeled
data were used to train the model, while the rest was kept to
benchmark the performance. Then, movies were processed
using a convolutional neural network (CNN) with an attention
mechanism and a bidirectional long-short term memory
(LSTM) network (LeCun and Bengio, 1995; Hochreiter and
Schmidhuber, 1997; Vaswani et al., 2017).
To evaluate the method, we used the ground truth as a

benchmark. We found that this method reached human
level performance and offered a better sensitivity and
F1 score than CaImAn to infer neuronal activity in the de-
veloping hippocampus without any user intervention.
Overall, DeepCINAC (Calcium Imaging Neuronal Activity
Classifier) offers a simple, ergonomic, fast, and flexible
open-source toolbox for processing a wide variety of
calcium imaging data while providing the tools to evalu-
ate its performance.

Materials and Methods
In this section, we will describe all the necessary steps

to build a deep learning neural network “DeepCINAC.”
This toolbox was developed to analyze in vivo two-photon
calcium imaging data acquired in the developing hippo-
campus (see below, Experimental procedure and data ac-
quisition). As a first step, we needed to set a ground truth
that was established on the visualization of the recorded
movie by three to four human experts (see below, Ground
truth). Then, data are preprocessed (see below, Data pre-
processing, feature engineering, and model description)
and used to train the network (see below, Computational
performance). As a final step, we used labeled data to
evaluate the performance of DeepCINAC (see below,
Performance evaluation). Tutorials and the source code
are freely available online (see below, Toolbox and data
availability).

Experimental procedure and data acquisition

All experiments were performed under the guidelines of the
French National Ethic Committee for Sciences and Health
report on Ethical Principles for Animal Experimentation in
agreement with the European Community Directive 86/609/
EEC.

Viral injection
To induce widespread, rapid and stable expression of the

calcium indicator GCaMP6s in hippocampal neurons at early
postnatal stages, we intraventricularly injected a viral solution
(pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40, Addgene #100843-
AAV1) at P0 (Postnatal day zero) in mouse pups of ei-
ther sex (Fig. 1A,B). This injection protocol was adapted
from already published methods (Kim et al., 2013,
2014). Mouse pups were anesthetized on ice for 3–
4min, and 2 ml of the viral solution were injected in the
left lateral ventricle which coordinates were estimated at
the 2/5 of the imaginary line between the l and the eye at a
depth of 400mm. Expression of GCaMP was checked on
slices and was sufficient for in vivo imaging as early as P5,
which is consistent with already published data (Kim et al.,
2014). In addition, GCaMP expression, brightness, and ki-
netics of the reporter was then stable throughout all devel-
opmental stages used (data not shown).

Surgery
The surgery to implant a 3-mm-large cranial window

above corpus callosum was adapted from described
methods (Dombeck et al., 2010; Villette et al., 2015).
Anesthesia was induced using 3% isoflurane in a mix of
90% O2-10% air and maintained during the whole sur-
gery (;1:30 h) between 1% and 2.5% isoflurane. Body
temperature was controlled and maintained at 36°C.
Analgesia was controlled using Buprenorphine (0.025mg/
kg). Coordinates of the window implant were estimated
by eyes. The skull was removed and the cortex was gently
aspirated until the external capsule/alveus that appears
as a plexus of fibers was visible. Surface of the corpus
callosum was protected with QuickSil (WPI) then the can-
nula with the window was implanted and fixed to the hea-
plate of the animal.

Figure 1. Experimental paradigm. A, Experimental timeline. B, Intraventricular injection of GCaMP6s on pups (drawing) done at P0.
C, Schematic representing the cranial window surgery. D, top left, Imaged field of view. Scale bar: 100 mm. Top right, Activity of five
random neurons in the field of view (variation of fluorescence is expressed as Df/f). Scale bar: 50 s. Bottom, Drawing of a head fixed
pup under the microscope.
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Imaging
Two-photon calcium imaging experiments were per-

formed on the day of the surgery (Fig. 1C,D) at least 1 h
after the end of the surgery. A total of 12,500-frames-long
image series from a 400� 400mm field of view with a re-
solution of 200� 200 pixels were acquired at a frame rate
of 10.6Hz (Fig. 1D). We then motion corrected the ac-
quired images by finding the center of mass of the corre-
lations across frames relative to a set of reference frames
(Miri et al., 2011) .

Cell segmentation
To detect cell contours, we used either the segmentation

method implemented in suite2p (Pachitariu et al., 2017) or
the Constrained Nonnegative Matrix Factorization (CNMF)
implemented in CaImAn.

Activity inference
To infer activity, we used the Markov chain Monte Carlo

(MCMC) implemented in CaImAn on cell contours ob-
tained from the CNMF of the toolbox. The MCMC spike
inference was done as described (Pnevmatikakis et al.,
2016). We used DeepCINAC predictions on both contours
from suite2p and CaImAn.

Data visualization: GUI

To visualize our data and explore the results from any
spike inference method, we designed a GUI that provides
a visual inspection of each cell’s activity (Fig. 2). The GUI
offers a set of functionalities allowing visualization of (1)
calcium imaging movies centered and zoomed on the cell
of interest during a time window that includes a given
transient; (2) sources, transient profiles, and their correla-
tions (as developed by Gauthier and collaborators); and
(3) transient fluorescence signal shape.
Additionally, the GUI can be used to (1) display the

spike times from an inference method (Fig. 2A1,A2), (2)
establish a ground truth (Fig. 2B), and (3) visualize
DeepCINAC predictions (Fig. 2C).
The GUI was developed using Python and Tkinter pack-

age. It can read data from several formats including neuroda-
ta without borders files (Teeters et al., 2015; Rübel et al.,
2019). More details on the GUI and a complete tutorial are
available on GitLab (https://gitlab.com/cossartlab/deepcinac).

Ground truth

Electrophysiological ground truth
Ground truth data from experiments previously de-

scribed were taken from crcns.org. (Chen et al., 2013;
GENIE Project, 2015). Briefly, visual cortex neurons ex-
pressing the calcium indicator GCaMP6s were imaged
while mice were presented with visual stimuli; 60-Hz two-
photon imaging and loose cell-attached recordings at
10 kHz were performed simultaneously. Using ImageJ
software, we downsampled imaging data to 10Hz by
averaging every six frames and rescaled it to 1.2mm/pixel.
We considered a cell active during a rise time if a spike
was detected during that time and used the previously de-
scribed GUI to convert those data in the cinac format so
we could produce benchmarks and train a classifier using

those data (for more details, see Table 1; Extended Data
Table 1-1).

Visual ground truth
All functionalities of the GUI were used as criteria by

each human expert to label the data. The ground truth
was established based on two-photon calcium imaging
from pups from 5 to 16d old (see Table 1) in a four-step
workflow as described in Figure 3. Data were selected
and labeled at least by two independent human experts
(Fig. 3, steps 1 and 2). We then combined those labels
(Fig. 3, step 3), and a final agreement was decided by
three to four human experts (Fig. 3, step 4). In addition,
we trained another classifier for interneurons using trans-
genic pups in which only interneurons express the indica-
tor (Melzer et al., 2012). As previously described,
interneurons’ activity was labeled by three or four human
experts and used to train an interneuron specific classifier
(CINAC_v7; see Table 1). After training our classifier on a
first set of cells, we used the predictions obtained on new
data to establish additional ground truth based on the
mistakes made on those data. At least two human experts
labeled segments of 200 frames containing the wrong
predictions. Additional visual ground truth was estab-
lished by one human-expert (R.F.D.) on three other data-
sets from our lab using the GUI: (1) GCAMP6s calcium
imaging movies from the developing barrel cortex
(“Barrel-ctx-6s,” 1.5Hz, 1.2 mm/pixel; Modol et al., 2020),
(2) GCaMP6m imaging movies (“Hippo-6m,” 10Hz, 2 mm/
pixel), and (3) GECO imaging movies (“Hippo-GECO,”
5Hz, 2 mm/pixel) both from the adult hippocampus (for
details, see Extended Data Table 1-1). For Barrel-ctx-6s
and Hippo-GECO, the CaImAn spike inference had al-
ready been performed by the original experimenter. We
performed CaImAn spike inference on Hippo-6m.

Cell type ground truth. We used calcium imaging mov-
ies from GadCre (Melzer et al., 2012) positive animals in-
jected with both h-SynGCaMP6s and Cre-dependent
TdTomato to identify interneurons by the overlap of
GCaMP6s and TdTomato signals. Using the GUI, we
manually categorized 743 cells from 85 recordings among
three categories: interneuron, pyramidal cell, and noisy
cell. A total of 283 TdTomato-expressing cells were cate-
gorized as interneurons; 296 cells were categorized as
putative pyramidal cells based on their localization in the
pyramidal layer, their shape and their activity. Finally, 164
cells were categorized as noisy cells, determined by visu-
ally estimating their signal-to-noise ratio. We used a total
of 643 cells (245 interneurons, 245 putative pyramidal
cells, and 153 noisy ones) to train the cell type classifier
and 100 cells (38 interneurons, 51 putative pyramidal
cells, and 11 noisy ones, not included in the training data-
set) were used to evaluate it.

Data preprocessing, feature engineering, andmodel

description

Definition of training, validation, and test datasets
Our main dataset was split between a test dataset and

a dataset used to train the classifier (referred to as training
dataset; see Table 1; Extended Data Table 1-1). The

Open Source Tools and Methods 4 of 15

July/August 2020, 7(4) ENEURO.0038-20.2020 eNeuro.org



training dataset used as the input of the classifier was ran-
domly split with a ratio of 80–20% on a training and vali-
dation dataset. Validation data are used at the end of
each epoch of the training to update the weights of the
classifier.

Data preprocessing and feature engineering
Calcium movies in tiff format were split into individual

tiff frames to be efficiently loaded in real time during the
data generation for each batch of data fed to the classi-
fier. For any given cell, a batch was composed of a se-
quence of 100 frames of 25� 25 pixels window centered
on the cell body. The length of the batch was chosen to fit
for interneurons activity (rise and decay time). The window

size was adapted to capture the activity of cells overlap-
ping the target cell. In a recording of 12,500 frames, the
number of transients ranges from 10 to 200, approxi-
mately. Thus, the frames during which the cell is active
(from onset to peak), represents a low percentage of the
total data. Because manual labeling is time consuming,
the data used as ground truth were limited in size. To
overcome the issue of the imbalanced data and to enlarge
the dataset, we used the following three approaches.

Number 1: data augmentation (Perez and Wang, 2017).
Temporal and spatial data augmentation was used.
Temporal augmentation was used in that each block of
100 frames was overlapping with each other using a slid-
ing window of 10 frames of length. Spatial augmentation

Figure 2. Examples of different uses of the GUI. The GUI can be used for data exploration (A1, A2), to establish the ground truth (B)
and to evaluate DeepCINAC predictions (C). A, The GUI can be used to explore the activity inference from any methods. The spikes
inferred from CaImAn are represented by the green marks at the bottom. The GUI allows the user to play the movie at the time of
the selected transient and visualize the transients and source profile of the cell of interest. A1, Movie visualization and correlation
between transient and source profiles allow the classification of the first selected transient as true positive (TP) and the second se-
lected transient as false positive (FP). A2, Movie visualization and correlation between transient and source profiles allow the classi-
fication of the selected transient as false negative (FN). B, The GUI can be used to establish a ground truth. In this condition, it
offers the user the possibility to manually annotate onset and peak of calcium transient. Onsets are represented by vertical dashed
blue lines, peaks by green dots. C, When the activity inference is done using DeepCINAC, the GUI allows the display of the classifier
predictions. The prediction is represented by the red line. The dashed horizontal red line is a probability of one. The blue area repre-
sents time periods during which the probability is above a given threshold, in this example 0.5. T: transient profile, S: source profile,
Corr: correlation, FOV: field of view.
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took the form of transformations such as flip, rotation, or
translations of the images. The data augmentation was
done online, meaning that the transformations were done
on the mini-batches that the model was processing. This
allowed avoiding memory consumption and generating a
dataset on multiple cores in real time.

Number 2: simulated data. To balance our dataset, and
increase the ability of the network to predict a fake tran-
sient as false, we have simulated calcium imaging movies
with a higher rate of overlapping activity than our dataset
(an example of artificial movie is available online on the
GitLab page, alongside the source code: https://gitlab.
com/cossartlab/deepcinac). We started by collecting
.2000 cell contours from several movies that were seg-
mented using suite2p. We randomly picked contours to
build a cell map, with 16 cells for which one to four cells
are overlapping it. We then generated for each cell an ac-
tivity pattern, with a randomly chosen number of transi-
ents (from 2 to 16 for 1000 frames, 1.2–9.6 transients/min
for a 10-Hz sampling rate) and duration of rise time (from
one to eight frames, 100–800ms for a 10-Hz sampling
rate), following a random distribution. To simulate the flu-
orescence signal, on the rise time, we use a linear fit from
the onset to peak, for the decay, we use an exponential
decay with a decay from 10 to 12 frames of duration. To
generate the calcium imaging movie, we decided on a
basal level of activity, and then we adjusted the intensity
of pixels in the cell for each frame according to the ampli-
tude of the cell fluorescence, pixels in the cell have a

Table 1: Data used to train the classifiers

CINAC versionp n cells n animals n frames
Hippo-dvt v1 v4 v6 1041 132 689,272
Hippo-GECO v3 5 2 45,000
Hippo-6m v4 3 1 42,000
Barrel-ctx-6s v4 20 2 36,000
Visual-ctx-6s v5 v6 7 NA 33,800
Hippo-dvt-INs v7 29 9 362,500

Training dataset include validation dataset (see Materials and Methods).
Description of the datasets precising the number of frames, number of ani-
mals and field of views included, as well as the classifiers that used these
datasets.
n: number of.
p version that used at least part of those dataset.
1 including two simulated movies, representing 32 cells and 80,000 frames.
2 including two simulated movies.
Table 1 is supported by Extended Data Table 1-1.

Figure 3. Workflow to establish the ground truth. First, a cell was randomly chosen in the imaged field of view. 1, All putative transi-
ents of the segment to label were identified for the onset to the peak of each calcium event. 2, Three human experts [“expert” (A),
“expert” (B), “expert” (C)] independently annotated the segment. Among all putative transients, each human expert had to decide
whether it was in his opinion a true transient. 3, The combination of the labeling lead to “consensual transients” (i.e., true transient
for each human expert; black square) and to “non-consensual transients” (i.e., true transient for at least one human expert but not
all of them; open square). 4, All non-consensual transients were discussed and ground truth was established.
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different weight depending on whether they are in the
soma or not, their intensity being lower in the nucleus. We
finally added some Gaussian noise (m = 0, s2 = 0.1) on
every frame.

Number 3: data stratification. In order to balance the
data, we used data augmentation on selected movie seg-
ments (underrepresented segments) and excluded others
(overrepresented segments) from the training dataset.
After data stratification, we obtained ;60% of the movie
segments containing at least one real transient, 30% at
least one fake transient without real ones, and 10% with-
out transients. We were then able to be more precise over
the proportion of segments with multiple transients or
cropped transients. We gave higher weights to segments
containing fake transients in order for the network to ad-
just the accuracy accordingly.
The data augmentation, simulated data and stratifica-

tion were applied to the part of the training dataset not
used for validation.

Model description
To perform action recognition, we designed a joint model

combining a forward-pass LSTM, a backward-pass LSTM
and CNN features. In order for the bidirectional LSTM to

focus on relevant information, we reinforced it by an atten-
tion process at the stage of encoding similar to previous
work (Bin et al., 2019; Rémy, 2019). The model was de-
signed using Python and Keras library (Chollet, 2015; see
Fig. 4).
The model used to predict the cell activity takes three

inputs, each representing the same sequence of 100
frames (around 10 s of activity). Each frame had dimen-
sions of 25� 25 pixels, centered around the cell of inter-
est, whose activity we want to classify. The first input has
all its pixels set to zero except for the mask of the cell of
interest (cell activity). The second input has all its pixels
set to zero except for the mask of the cells that intersect
the cell of interest (overlapping activity). The final input
has the cell of interest and the one intersecting its pixels
set to zeros (neuropil activity). That way, the model has all
the information necessary to learn to classify the cell’s ac-
tivity according to its fluorescence variation.
The model used to predict the cell type takes two in-

puts, each representing the same sequence of 500 frames
(around 50 s of activity). Each frame had dimensions of
20� 20 pixels, centered around the cell of interest, whose
cell type we want to classify. The first input has all its pix-
els set to zero except for the mask of the cell of interest
(cell activity). The second input has all its pixels.

Figure 4. Architecture of DeepCINAC neural network. As a first step, for each set of inputs of the same cell, we extract CNNs fea-
tures of video frames that we pass to an attention mechanism and feed the outputs into a forward pass network (FU, green units)
and a backward pass network (BU, orange units), representing a bidirectional LSTM. Another bidirectional LSTM is fed from the at-
tention mechanism and previous bidirectional LSTM outputs. A LSTM (MU, blue units) then integrates the outputs from the process
of the three types of inputs to generate a final video representation. A sigmoid activation function is finally used to produce a proba-
bility for the cell to be active at each given frame given as input.
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We used dropout (Srivastava et al., 2014) to avoid overfit-
ting, but no batch normalization. The activation function was
swish (Ramachandran et al., 2017). The loss function was
binary cross-entropy and the optimizer was RMSprop. To
classify cell activity, the output of the model was a vector
of length 100 with values between 0 and 1 representing
the probability for the cell to be active at a given frame of
the sequence. To classify the cell type (interneuron, py-
ramidal cell, or noisy cell), the output was three values
ranging from 0 to 1 and whose sum is equal to 1, repre-
senting the probability for a cell to be one of those three
cell types.

Computational performance

Classifier training
We trained the classifier on a Linux-based HPC cluster

where 4 CPUs (Intel(R) Xeon(R) CPU EV-2680 v3), 320 GB
of RAM and 2 bi-GPU NVIDIA Tesla V100 were allocated
for the processing task. To give an estimation of the time
required to complete the training, the general classifier
(CINAC_v1) was trained over 14 epochs. Training took
around 40 h (,3 h by epoch).

Classifier prediction
Using Linux-based workstation with one GPU (NVIDIA

GeForce GTX 1080), 12 CPUs (Intel Xeon CPU W-2135 at
3.70GHz), and 64 GB of RAM, the time to predict the cell ac-
tivity on a movie of 12,500 frames was on average 13 s,;3.5
h for 1000 cells. The time to predict the cell type on a movie
of 12,500 frames was on average 2 s,;33min for 1000 cells.
Similar performance was achieved using Google Colab.

Performance evaluation

Descriptive metrics for activity classifier: sensitivity, preci-

sion, F1 score
We evaluated the performance of the activity classifiers

which predict for each frame if a cell is active or not. We
chose to measure the sensitivity and precision values, as
well as the F1 score that combines precision and sensitiv-
ity into a single metric defined as the harmonic mean of
precision and sensitivity (Géron, 2019). Because we have
a skewed dataset (cells being mostly inactive), we chose
not to use the accuracy. The output of the binary classifier
being the probability for a cell to be active at a given
frame, we considered that a transient was predicted as
true if at least during one of its frames the cell was pre-
dicted as active. On this basis, we were then able to com-
pute the sensitivity (defined as the proportion of real
transients that were detected) and the precision (defined
as the proportion of detected transients that are real tran-
sients). We used these metrics to base the choice of the
“best” epoch on the classifier performance on the test da-
taset rather than the performance on validation dataset.
However, we stopped the training when the validation da-
taset metrics reached a plateau.

Descriptive metrics for cell type classifier: sensitivity, pre-

cision, F1 score
We evaluated the performance of the cell type classifier

which predicts the type of a cell. We chose to measure

the sensitivity and precision values, as well as the F1
score. To do so we used the metrics module of the
Python package scikit-learn (Pedregosa et al., 2011) that
returns the confusion matrix and a classification report
containing those metrics.

Statistical analysis
The distribution of F1 score values on the datasets for

each inference method were compared using Wilcoxon
signed-rank test with an a priori significance level of p=0.05
using scipy Python package (Virtanen et al., 2020). This test
was performed only on distribution with .15 samples.
Significance level: we used p for 0.01 � p,0.05, pp for
0.001�p, 0.01, and ppp for p, 0.001.

Detection of overlap activity
Based on empirical research we found that 15% of

overlap was the minimal size above which a true transient
in the cell is sufficient to trigger a false transient in the
overlapped cell. For all pairs of overlapping cells (with an
intersected area of at least 15% of the highest area of the
two cells), we computed their transient profiles over all
putative activations (all rise time over the full recording)
and then calculated the Pearson correlation with their re-
spective cell source profile. To assure to attribute the cor-
rect transient to the truly active cell we used a high
correlation threshold 0.7 for the first cells and low thresh-
old for the second cell of 0.2. We considered that the tran-
sient was a true activation of the first cell leading to a false
transient in the second one. Indeed, we observed that the
correlation method such as the one used in Gauthier et al.
(2018) is not always sufficient to classify correctly the
transient activity. However, by using the combination of a
very low and high threshold, we assure (in most of the
cases) that one cell is having a false transient while
the other one is truly active. Finally, we evaluated whether
the classifier could classify the putative transient of the
second cell as false (with a prediction,0.5).

Comparison with CaImAn
We compared the classifier performance against a state-

of-the-art computational tool, namely, CaImAn. To fairly
compare CaImAn and DeepCINAC to the ground truth, we
used the cell contours obtained from the CNMF. The spike
inference from the MCMC as well as DeepCINAC predic-
tions and the ground truth were established on these con-
tours. A transient was considered as detected by CaImAn if
at least one spike was inferred during the rise time of the
transient.

DeepCINACworkflow

To summarize, DeepCINAC uses .cinac files built using
the GUI. To train a classifier, those files are given as inputs
to the neuronal network, providing time series data repre-
senting the calcium fluorescence dynamics of the cells.
The same files can be used to benchmark the perform-
ance of a classifier and using the GUI, it is possible to add
new data for training based on the errors of previous clas-
sifier outputs (Fig. 5).
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Toolbox and data availability

The source code is available on GitLab (https://gitlab.
com/cossartlab/deepcinac). The page includes a full de-
scription of the method, a user manual, tutorials and test
data, as well as the settings used. A notebook configured
to work on Google Colab is also provided, allowing for the
classifier to run online, thus avoiding installing the neces-
sary environment and providing a free GPU. The toolbox
has been tested on windows (v7 Pro), Mac Os X (MacOS
Mojave), and Linux Ubuntu (v.18.04.1).

Results

Validation of visual ground truth

As a first step, we asked whether the visualization of flu-
orescent transients was a good estimation of spiking ac-
tivity present in a neuron. To do so, we used previously
published data combining loose seal cell attached

recordings with two-photon calcium imaging (Chen et al.,
2013; GENIE Project, 2015). We compared the visual
ground truth to the “true” spiking of the cell. We found
that visual inspection of calcium imaging movies allows
the detection of 87.1%, 79.1%, and 80.7% true transients
(i.e., spike associated transient) for each human expert re-
spectively (median sensitivity; Fig. 6A). Among visually
detected transients, 98.7%, 98.6%, and 98.6% were true
transients for each human expert respectively (median
precision; Fig. 6B). The F1 scores that combine these two
previous metrics were 84.1%, 81.5%, and 85.9% for each
human expert, respectively (median value; Fig. 6C). We
evaluated the classifier CINAC_v6 trained with some re-
cordings of “Visual-ctx-6s” and “Hippo-dvt” (Extended
Data Table 1-1). We found that it allows the detection of
94% of the true transients (median sensitivity; Fig. 6A).
Among predicted transients, 94.2% were true transients
(median precision; Fig. 6B). F1 score was 94.7% (median
value; Fig. 6C). Overall, we conclude that in absence of

Figure 5. DeepCINAC step by step workflow. A, Schematic of two-photon imaging experiment. B, Screenshot of DeepCINAC GUI
used to explore and annotate data. C, The GUI produces .cinac files that contain the necessary data to train or benchmark a classi-
fier. D, Schematic representation of the architecture of the model that will be used to train the classifier and predict neuronal activity.
E, Training of the classifier using the previously defined model. F, Schematic of a raster plot resulting from the inference of the neu-
ronal activity using the trained classifier. G, Evaluation of the classifier performance using precision, sensitivity and F1 score. H,
Active learning pipeline: screenshots of the GUI used to identify edge cases where the classifier wrongly infers the neuronal activity
and annotate new data on similar situations to add data for a new classifier training.
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patch-clamp-based ground truth, the visual inspection of
the movie provides a good estimation of neuronal activity
and that deep learning approach based on movie visual-
ization can reach the human level in estimating cell
activations.

DeepCINAC performance evaluation on developing

hippocampus dataset

Comparing DeepCINAC against CaImAn and human level
We compared the performance of DeepCINAC and

CaImAn (Pnevmatikakis et al., 2016), a well-established algo-
rithm to infer neuronal activity, against the visual ground truth
on CA1 hippocampus data during development (Hippo-dvt).
We first evaluated DeepCINAC (CINAC_v1) on 20 puta-
tive pyramidal neurons and five interneurons (Fig. 7).
The median sensitivity was 80.3% (interquartile range
75–94.5; Fig. 7A), the median precision was 90.8% (in-
terquartile range 81.2–95.5; Fig. 7B), and the median
F1 score was 86.3% (interquartile range 78.9–91.3;
Fig. 7C).
We next evaluated CaImAn on the same cells using the

same metrics. The median sensitivity was 60.6% (inter-
quartile range 45.6–76; Fig. 7A), the median precision was
100% (interquartile range 93.8–100; Fig. 7B). The median
F1 score was 70.1% (interquartile range 62.6–81.6; Fig.
7C), which was significantly lower than CINAC_v1 F1
score (Wilcoxson signed-rank test, T=50 and p=0.002).
Finally, we asked whether DeepCINAC could perform as
well as human “experts.” The median CINAC_v1 F1 score
on the 15 cells annotated by the two human experts (J.D
and R.F.D.) was 88.2% (interquartile range 78.3–92),
which was significantly lower than R.F.D. and J.D F1
scores (F1= 95.2%, T=4, p=0.002 and F1=96.8%,
T=22, p=0.031, respectively; Extended Data Fig. 7-1A).
However, on six cells annotated by M.A.P., CINAC_v1
and M.A.P. F1 scores were close (F1 =84.3% and
F1=86.4%, respectively; Extended Data Fig. 7-1B).

Although DeepCINAC is still not at the ground truth level
(combination of triple human labeling), it approximates
human level.

Specific handling of overlap
One important characteristic of data from the develop-

ing CA1 region of the hippocampus is the high density of
active neurons that can lead to overlap. This overlap be-
tween cells leading to false transients was pointed out as
a specific issue in the analysis of calcium traces from a
demixing (Gauthier et al., 2018). We asked whether the
classifier would be able to distinguish real transients from
increases in fluorescence because of the activity of an
overlapping cell. Based on the visual inspection of imaged
fields of view with numerous overlaps, we chose to spe-
cifically test the algorithm on calcium imaging data con-
taining 391 cells segmented using CaImAn. Among those
cells, we detected a total of 426 transients (fluorescence
rise time) from 23 cells that were likely because of over-
lapping activity from a neighboring cell (see method for
overlap activity detection). Among those transients,
98.6% were correctly classified as false by CINAC_v1
(general classifier), 93.2% were correctly classified as
false by the CINAC_v7 (interneuron specific classifier),
and 93.2% were correctly classified as false by CaImAn.
We next asked whether the results could be improved by
the use of another segmentation method. To do so, we
performed the same analysis on the exact same field of
view using the classifier prediction on the segmented
cells obtained from suite2p (Pachitariu et al., 2017).
Among a total of 480 cells, a total of 2718 transients from
101 cells were likely because of the activation of an over-
lapping cell, 99.1% of them were correctly classified as
false by CINAC_v1.

Onset to peak prediction
Since we aimed at predicting as active all the frames in-

cluded in the full rise time of the calcium transient (from

Figure 6. Validation of visual ground truth and deep learning approach. A, Boxplots showing sensitivity for the three human experts
(R.F.D., J.D., M.A.P.) and CINAC_v6 evaluated against the known ground truth from four cells from the GENIE project. B, Boxplots
showing precision for the three human experts (R.F.D., J.D., M.A.P.) and CINAC_v6 evaluated against the known ground truth from
four cells from the GENIE project. C, Boxplots showing F1 score for the three human experts (R.F.D., J.D., M.A.P.) and CINAC_v6
evaluated against the known ground truth from four cells from the GENIE project. Each colored dot represents a cell. Cell labels in
the legend correspond to session identifiers from the dataset. CINAC_v6 is a classifier trained on data from the GENIE project and
the Hippo-dvt dataset (Table 1; Extended Data Table 1-1).
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onset to peak), we looked at the proportion of frames pre-
dicted as active in real transients. Using the general clas-
sifier (CINAC_v1), the median ratio of frames predicted
among each real transient was 85.7% (interquartile range
70–100) for the 20 putative pyramidal cells and the five
putative interneurons (Extended Data Fig. 7-2). We dem-
onstrated that CINAC_v1 allows the detection of cell acti-
vation all along the rise time, giving us both the onset of
cell activation and the duration of the rise time (Extended
Data Fig. 7-2).

Classifier generalization and specialization

DeepCINAC performances on other datasets
A major aspect to consider in the development of algo-

rithms to infer neuronal activity from calcium imaging data
is the ability to be easily scalable to the wide variety of da-
tasets (i.e., different indicators, different brain regions, ...).
We investigated the extent to which DeepCINAC

(CINAC_v1) that was trained on data from the developing
hippocampus would perform on other datasets (Extended
Data Fig. 8-1). To answer that question, we used (1)
GECO imaging movies (Hippo-GECO, 5Hz, 2 mm/pixel;
Extended Data Fig. 8-1A), (2) GCaMP6m imaging movies
(Hippo-6m, 10Hz, 2 mm/pixel; Extended Data Fig. 8-1B)
both from the adult hippocampus, (3) GCAMP6s calcium
imaging movies from the developing barrel cortex
(Barrel-ctx-6s, 1.5Hz, 1.2 mm/pixel; Extended Data Fig.
8-1C; Modol et al., 2020), (4) GCAMP6s calcium imaging
movies of interneurons from the developing hippocam-
pus (“Hippo-dvt-INs,” 10Hz, 2 mm/pixel; Extended Data
Fig. 8-1D) and GCaMP6s recordings from the adult vis-
ual cortex (Visual-ctx-6s, downsampled 10Hz, rescaled
1.2 mm/pixel, see Materials and Methods; Extended Data
Fig. 8-2). We show that DeepCINAC performs well on

Hippo-6m and Barrel-ctx-6s data. On Hippo-6m, F1
scores were 66.7% and 70.9% for CaImAn and
CINAC_v1, respectively (Extended Data Fig. 8-1B, bot-
tom panel). On Barrel-ctx-6s, F1 scores were 54.3% and
76.4% for CaImAn and CINAC_v1, respectively (Extended
Data Fig. 8-1C, bottom panel). However, CINAC_v1 does
not generalize well enough to infer activity on the Hippo-
GECO recordings (F1 score=44.2%; Extended Data Fig. 8-
1A) neither on Visual-ctx-6s (F1 score=69.9%; Extended
Data Fig. 8-1C).
To overcome these poor performances on Hippo-

GECO and Visual-ctx-6s and to improve performances on
Barrel-ctx-6s and Hippo-6m datasets, we considered two
strategies. The first one consists in training a classifier
specific to the data. The second one consists in adding
part of the new data to the large database to improve the
classifier ability to generalize (Fig. 8; Extended Data Fig.
8-1).
Since our performances were low using CINAC_v1, we

adopted the first strategy to improve the classifier on Hippo-
GECO and Visual-ctx-6s datasets. We used part of these da-
tasets to train specific classifiers and evaluate them on the
remaining data (Extended Data Table 1-1). First, we observed
that the Hippo-GECO-specific classifier (i.e., CINAC_v3)
performed better than CINAC_v1 and CaImAn (CINAC_v3
median F1 score=69.6%, CINAC_ v1 median F1 score =
12.9%, and CaImAn median F1 score=63.5%; Fig. 8A, bot-
tom panel). This increase in F1 score from CINAC_v1 to
CINAC_v3 was because of an increase in the sensitivity of
the classifier (CINAC_v1 median sensitivity=10%, CINAC_v3
median sensitivity=70.3%; Fig. 8A, top panel) with a moder-
ate loss in precision (CINAC_v1 median precision=95%,
CINAC_v3 median precision = 81.2%; Fig. 8A, middle panel).
Second, we showed that the Visual-ctx-6s datasets specific

Figure 7. Evaluation of CINAC_v1 performance on Hippo-dvt dataset. A, Boxplots showing sensitivity for the three human experts
(R.F.D., J.D., M.A.P.), CaImAn and CINAC_v1 evaluated against the visual ground truth of 25 cells. A total of 15 cells were annotated
by J.D. and R.F.D., six by M.A.P. B, Boxplots showing precision for the three human experts (R.F.D., J.D., M.A.P.), CaImAn and
CINAC_v1 evaluated against the visual ground truth of 25 cells. A total of 15 cells were annotated by J.D. and R.F.D., six by M.A.P.
C, Boxplots showing F1 score for the three human experts (R.F.D., J.D., M.A.P.), CaImAn and CINAC_v1 evaluated against the vis-
ual ground truth of 25 cells. A total of 15 cells were annotated by J.D. and R.F.D., six by M.A.P. Each colored dot represents a cell,
the number inside indicates the cell’s id and each color represents a session as identified in the legend. CINAC_v1 is a classifier
trained on data from the Hippo-dvt dataset (Table 1; Extended Data Table 1-1). Figure 7 is supported by Extended Data Figures 7-
1, 7-2. pp , 0.05.
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classifiers (i.e., CINAC_V5 and CINAC_v6) performed better
than CINAC_v1 and CaImAn (CINAC_v1 median F1 score =
69.9%, CINAC_v5 median F1 score=73.9%, and CINAC_v6
median F1 score=94.7%; Extended Data Fig. 8-2C).
Because CINAC_v5 was trained exclusively on labeled data
from the Visual-ctx-6s dataset, it allows an increase in the
classifier sensitivity (CINAC_v1 median sensitivity=59.2%,
CINAC_v5 median sensitivity=100%; Extended Data Fig. 8-
2A). However, this increase was achieved at the cost of a

reduced precision (CINAC_v1 median precision=96.2%,
CINAC_v5 median precision=59%; Extended Data Fig. 8-
2B), and overall a slight increase in the F1 score (Extended
Data Fig. 8-2C). To improve the performance on this dataset,
we extended the CINAC_v5 training set with four cells from
the Hippo-dvt to train CINAC_v6. This allows us to increase
both sensitivity (CINAC_v6median sensitivity=94%) and pre-
cision (CINAC_v6 median precision=94.2%) of the classifier,
leading to a large improvement of the F1 score (CINAC_v6

Figure 8. Use of DeepCINAC classifiers to optimize performances on various dataset. A, Boxplot displaying the sensitivity (top
panel), precision (middle panel) and F1 score (bottom panel) for Hippo-GECO dataset. For each panel, we evaluated CaImAn per-
formance as well as two different versions of CINAC (v1 and v3). CINAC_v1 is a classifier trained on data from the Hippo-dvt dataset
and CINAC_v3 is a classifier trained on data from the Hippo-GECO dataset (Table 1; Extended Data Table 1-1). B, Boxplot display-
ing the sensitivity (top panel), precision (middle panel) and F1 score (bottom panel) for Hippo-6m dataset. For each panel, we eval-
uated CaImAn performance as well as two different versions of CINAC (v1 and v4). CINAC_v1 is a classifier trained on data from the
Hippo-dvt dataset and CINAC_v4 is a classifier trained on data from the Hippo-dvt, Hippo-6m, and Barrel-ctx-6s dataset (Table 1;
Extended Data Table 1-1). C, Boxplot displaying the sensitivity (top panel), precision (middle panel) and F1 score (bottom panel) for
Barrel-ctx-6s dataset. For each panel, we evaluated CaImAn performance as well as two different versions of CINAC (v1 and v4).
CINAC_v1 is a classifier trained on data from the Hippo-dvt dataset and CINAC_v4 is a classifier trained on data from the Hippo-
dvt, Hippo-6m, and Barrel-ctx-6s dataset (Table 1; Extended Data Table 1-1). D, Boxplot displaying the sensitivity (top panel), preci-
sion (middle panel) and F1 score (bottom panel) for Hippo-dvt-INs dataset. For each panel, we evaluated CaImAn performance as
well as two different versions of CINAC (v1 and v7). CINAC_v1 is a classifier trained on data from the Hippo-dvt dataset and
CINAC_v7 is a classifier trained on interneurons from the Hippo-dvt dataset (Table 1; Extended Data Table 1-1). Each colored dot
represents a cell, the number inside indicates the cell’s id and each color represents a session as identified in the legend. Figure 8
is supported by Extended Data Figures 8-1, 8-2, 8-3.
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median F1 score=94.7%; ExtendedData Fig. 8-2C). In a nut-
shell, when the dataset to analyze has different calcium dy-
namics, a new classifier specifically trained on this dataset
would reach higher performance than CINAC_v1.
On the datasets from the adult hippocampus (Hippo-

6m) and developing barrel cortex (Barrel-ctx-6s), since
CINAC_v1 performances were close to the performance
reached on Hippo-dvt dataset, we considered the second
strategy. We extended the CINAC_v1 training dataset
with labeled data from Hippo-6m and Barrel-ctx-6s data-
sets and trained a new classifier (CINAC_v4). First, we ob-
served that on the Hippo-6m dataset, CINAC_v4 classifier
has better sensitivity and precision than CINAC_v1 and
CaImAN (CINAC_v1 median sensitivity = 53.8%, CINAC_
v4 median sensitivity=58.7%, CaImAn median sensitivity =
37.3%, CINAC_v1 median precision=95.3%, CINAC_v4
median precision=96.2%, CaImAn median precision =
95.7%, CINAC_v1 median F1 score=68%, CINAC_v4 me-
dian F1 score=71.6%, CaImAn median F1 score=51.4%;
Fig. 8B). Second, we found that on Barrel-ctx-6s dataset,
CINAC_v4 classifier performed better than CINAC_v1 and
CaImAn (CINAC_v4 F1 score=87.3%, CINAC_v1 F1
score=79.7%, CaImAn F1 score=53.3%; Fig. 8C, bottom
panel). This increase in F1 score from CINAC_v1 to
CINAC_V4 was because of an increase in the sensitivity
of the classifier (CINAC_v4 median sensitivity = 92.6%,
CINAC_v1 median sensitivity = 67.1%, CaImAn median
sensitivity = 43.5%; Fig. 8C, top panel) with a moderate
loss in precision (CINAC_v4 median precision = 84.3%,
CINAC_v1 median precision = 95.9%, CaImAn median
precision = 92.9%; Fig. 8C, middle panel). Overall, we
confirm here that adding part of a new dataset to the
training set of CINAC_v1 classifier allows us to improve
the performance on this new dataset. Thus, one could
use the training dataset of CINAC_v1 and add part of a
new dataset to train a classifier that would achieve bet-
ter performance than CINAC_v1 on this new data.
Because we benefited from already published data

from our group (Barrel-ctx-6s), we next asked whether we
could arrive at the same conclusion using CINAC_v1. We
used the activity inferred by CINAC_v1 on this data and
performed assemblies detection analysis as described
previously (Modol et al., 2020). We found the same num-
ber of assemblies as the original analysis (Extended Data
Fig. 8-3A,B, first two panels), as well as the same topo-
graphic organization (Extended Data Fig. 8-3A,B, bottom
panels). We confirmed that the assemblies detected by ei-
ther CaImAn or CINAC_v1 were composed of similar cells
(Extended Data Fig. 8-3C).

DeepCINAC performances on different cell types
A second important aspect to infer neuronal activity

from calcium imaging movies is the variety of cell types
recorded in the same field of view (e.g., interneuron and
pyramidal cells). In recordings from the hippocampus, we
observed that most interneurons have very different cal-
cium dynamics than pyramidal cells (higher fluorescence
signal followed by a plateau). Because CINAC_v1 was
mainly trained on the activity of pyramidal cells, we sus-
pected that it would not provide accurate inference on in-
terneurons. Using the GUI, we verified its prediction on

interneurons and concluded that they were not always op-
timal (Extended Data Fig. 8-1D). To improve activity infer-
ence on interneurons, we trained an interneuron specific
classifier. In more detail, the precision of the inference
was similar for CINAC_v1 and CINAC_v7 (CINAC_v1 me-
dian precision = 79%, CINAC_v7 median precision =
78.9%; Fig. 8D, top panel). However, CINAC_v7 provides
more sensitive inference (CINAC_v1 median sensitivity =
88.6%, CINAC_v7 median sensitivity = 92.6%; Fig. 8D,
middle panel). As a result, the specific classifier per-
formed better than the general one on interneurons
(CINAC_v1 median F1 score = 81.9%, CINAC_v7 median
F1 score= 85.1%; Fig. 8D, bottom panel).

Cell type inference using DeepCINAC

Recently, a deep-learning method using a similar model
to DeepCINAC was proposed to differentiate cell types
(Troullinou et al., 2019). This model was based on the
analysis of fluorescence traces from various cell types
and automatically classified imaged cells in different
types. We asked whether DeepCINAC would be able to
distinguish interneurons from pyramidal cells using as
input the calcium imaging movie rather than the fluores-
cence trace. Additionally, we added a noise category in
the training dataset allowing us to automatically discard
cells. We achieved a general F1 score of 86%. We had a
sensitivity of 90.2%, 81.6%, and 81.8% and a precision of
90.2%, 91.2%, and 60% for pyramidal, interneuron, and
noisy cells, respectively (Table 2).
Since activity inference performance using DeepCINAC

depends on the cell type, we perform this cell type predic-
tion before activity inference. During the activity inference
of a movie DeepCINAC can be configured to switch be-
tween different activity classifiers depending on the type
of the cell to predict.

Discussion
Deep learning-based method(s) to infer neuronal activ-

ity from two-photon calcium imaging datasets use cellular
fluorescence signals as inputs. Here, we propose a
method based on the visual inspection of the recordings.
We will discuss the advantages and limitations of this
approach.
Using the movie dynamics, we benefited from all the in-

formation available in the calcium imaging movie. This ap-
proach allowed us to not rely on a demixing algorithm to
produce the neuron’s traces. Instead, by working directly
on the raw calcium imaging movie, the algorithm has

Table 2: Cell type prediction confusion matrix

Ground truth
Pyramidal cell Interneuron Noise

Prediction Pyramidal cell 46 5 0
Interneuron 1 31 2
Noise 4 2 9

Confusion matrix, representing the number of true positives, true negatives,
false positives, and false negatives. Ground truth refers to the manually de-
tected interneurons and pyramidal cells. Prediction refers to the type pre-
dicted by the classifier for the same cells.
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learned to identify a transient and distinguish overlap ac-
tivity from a real transient. DeepCINAC achieves better
performance than CaImAn and is able to achieve human
performance level on some fields of view and cells.
Additionally, we show that a classifier trained on a spe-

cific dataset (“Hippo-dvlt-6s”) is able to generalize to
other datasets (Hippo-6m and Barrel-ctx-6s). DeepCINAC
allows training of flexible classifiers whose generalization
on new datasets can be improved by adding part of this
new dataset to the training (at the cost of slightly reduced
performance of the classifier on original data). However,
we show that generalization is not always achieved such
as in the case of a classifier trained on Hippo-dvt data and
used to predict activity on some very different datasets
(Hippo-GECO and Visual-ctx-6s). This is likely explained
by the difference in calcium indicator, imaging rate, and
imaging resolution. We demonstrated that this limitation
can be circumvented by training specific classifiers.
Overall, this approach allowed us to create classifiers that
scale to different developmental stages (from P5 to adult),
different types of neurons (pyramidal cells and interneurons),
as well as different indicators (GCaMP6s, GCaMP6m,
GECO).
Analysis of calcium imaging data may be impacted by

some factors: (1) small amplitude transients, (2) transients
occurring during the decay of another one, (3) summa-
tions, and (4) X and Y movement or neuropil activation.
Users can evaluate the impact of those factors through
visual inspection of the inferred activity using the
deepCINAC GUI.
Finally, we explored the range of values of hyperpara-

meters to optimize the accuracy of the classifier. Labeling
data are time consuming, but the training does not need
any parameters tuning and the prediction is straight for-
ward. Neither tedious manual tuning of parameters is re-
quired, nor a GPU on a local device because we provide a
notebook to run predictions on Google Colab (see
Materials and Methods). Predictions are fast, with a run-
time of around 10 s by cell for 12,500 frames, meaning,3
h for 1000 cells. However, a GPU would be necessary to
train the network on a big dataset.
Already widely used by many calcium imaging labs

(Driscoll et al., 2017; Gauthier and Tank, 2018; Katlowitz
et al., 2018; Andalman et al., 2019), CaImAn offers a per-
forming and functional analysis pipeline. Although the
complex fine tuning of CaImAn parameters on the dataset
might lead to a suboptimal spike inference from the
model, we decided to compare CaImAn against our
ground truth.
The benchmarks remain limited to a small number of

cells for which we established a ground truth and may be
extended to more cells. Notably, a future approach could
be to use more realistic simulated data such as done in a
recent work (Charles et al., 2019).
In the model we used, each cell was represented by a

segment of the field of view, in our case a 25 � 25 pixel
(50� 50mm) window that allows complete coverage of
the cell fluorescence and potential overlapping cells.
Consequently, the network is able to generalize its predic-
tion to recordings acquired with this resolution (2 mm/

pixel). However, to be efficient on another calcium imag-
ing dataset with a different resolution it would be neces-
sary to train a new classifier adjusting the window size
accordingly. Importantly, we trained the model on a selec-
tion of cells with valid segmentations; meaning that a cell
is not represented by several contours. The inference per-
formance of the classifier might decrease on cells whose
segmentation was not properly achieved.
Since precise spike inference cannot be experimentally

assessed on the data, we chose to infer the activity of the
cell defined by the fluorescence rise time instead of infer-
ring the spikes. However, with a ground truth based on
patch-clamp recordings, we could adapt this method to
switch from a binary classification task to a regression
task, predicting the number of spikes at each frame.

Conclusion
We built DeepCINAC basing the ground truth on visual

inspection of the movie and training the classifier on
movie segments. DeepCINAC offers a flexible, fast, and
easy-to-use toolbox to infer neuronal activity from a vari-
ety of two-photon calcium imaging dataset, reaching
human level performance. It provides the tools to measure
its performance based on human evaluation. Currently,
DeepCINAC provides several trained classifiers on CA1
two-photon calcium imaging at early postnatal stages; its
performance might still be improved with more labeled
data. In the future, we believe that a variety of classifiers
collaboratively trained for specific datasets should be
available to open access.
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A- Résumé  

Nous avons décrit l’activité de réseau de la région CA1 de l’hippocampe lors des deux premières 
semaines de vie postnatale de la souris et montré que lors de la première semaine de vie, l’activité des 
neurones dans la couche pyramidale de la région CA1 s’organise en événements coordonnant l’activité 
d’un grand nombre de neurones. De plus, en accord avec des études précédentes (Mohns and Blumberg, 
2010; Valeeva et al, 2019), ces activations synchrones seraient déclenchées par des twitches 
myocloniques, mouvements caractéristiques de l’animal lors du sommeil actif. De façon 
complémentaire, nous avons observé que lors de cette phase précoce du développement, la majorité des 
cellules enregistrées avaient une activité significativement associée au mouvement de l’animal. En 
revanche, dès le début de la deuxième semaine de vie, nous avons montré que l’activité devenait 
continue et négativement modulée par les mouvements de l’animal. Au même moment, nous avons aussi 
observé que l’activité neuronale qui était déclenchée par le mouvement s’en détache et en devient 
indépendante. Nous avons ainsi mis en évidence une transition développementale rapide dans l’activité 
du réseau de neurones de la région CA1 de l’hippocampe au début de la deuxième semaine de vie 
postnatale. Afin de comprendre les circuits et mécanismes impliqués dans cette transition, nous avons 
émis l’hypothèse que cette diminution de l’activité suite au mouvement après la première semaine de 
vie serait due à l’activité inhibitrice des interneurones GABAergiques. Nous nous sommes donc 
intéressés au rôle potentiel des interneurones de CA1 dans cette transition. Premièrement, d’un point de 
vue anatomique, nous avons observé un bourgeonnement massif et abrupt des axones GABAergiques 
innervant la couche pyramidale à partir de la deuxième semaine de vie. Deuxièmement, d’un point de 
vue fonctionnel, nous avons observé que, alors que les cellules pyramidales étaient activées par le 
mouvement lors de la première semaine de vie, puis inhibées lors de la seconde, les neurones 
GABAergiques ne suivaient pas ce changement puisque leur activité demeurait positivement corrélée 
au mouvement. Ces deux observations nous permettent de proposer que la maturation abrupte de 
l’innervation inhibitrice périsomatique en début de deuxième semaine postnatale serait responsable de 
la transition observée au niveau de l’activité de réseau. Grâce à la modélisation d’un réseau de neurones 
contenant des neurones excitateurs et inhibiteurs nous avons pu montrer que l’émergence de l’inhibition 
pouvait expliquer la transition observée. 

B-  Article  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.06.08.447542v1 
  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.06.08.447542v1


TITLE:  1 

The rapid developmental rise of somatic inhibition disengages hippocampal dynamics from self-2 
motion 3 

AUTHORS:  4 

Robin F. Dard1, Erwan Leprince1, Julien Denis1, Shrisha Rao-Balappa2, Dmitrii Suchkov1, Richard 5 
Boyce1, Catherine Lopez1, Marie Giorgi-Kurz1, Tom Szwagier1,3, Theo Dumont1,3, Hervé Rouault2, 6 
Marat Minlebaev1, Agnes Baude1, Rosa Cossart1*, Michel A. Picardo1* 7 

1
Aix Marseille Univ, INSERM, INMED (U1249), Turing Centre for Living systems, Marseille, 8 

France 9 

2
Aix-Marseille Univ, Université de Toulon, CNRS, CPT (UMR 7332), Turing Centre for Living 10 

systems, Marseille, France 11 

3 
Mines ParisTech, PSL Research University 12 

* Correspondence: michel.picardo@inserm.fr and rosa.cossart@inserm.fr 13 

ABSTRACT:  14 

Early electrophysiological brain oscillations recorded in preterm babies and newborn rodents are 15 

initially mostly driven by bottom-up sensorimotor activity and only later can detach from external 16 

inputs. This is a hallmark of most developing brain areas including the hippocampus, which in the 17 

adult brain, functions in integrating external inputs onto internal dynamics. Such developmental 18 

disengagement from external inputs is likely a fundamental step for the proper development of 19 

cognitive internal models. Despite its importance, the developmental timeline and circuit basis for this 20 

disengagement remain unknown. To address this issue, we have investigated the daily evolution of 21 

CA1 dynamics and underlying circuits during the first two postnatal weeks of mouse development 22 

using two-photon calcium imaging in non-anesthetized pups. We show that the first postnatal week 23 

ends with an abrupt shift in the representation of self-motion in CA1. Indeed, most CA1 pyramidal 24 

cells switch from activated to inhibited by self-generated movements at the end of the first postnatal 25 

week whereas the majority of GABAergic neurons remain positively modulated throughout this 26 

period. This rapid switch occurs within two days and follows the rapid anatomical and functional 27 

surge of local somatic GABAergic innervation. The observed change in dynamics is consistent with a 28 

two-population model undergoing a strengthening of inhibition. We propose that this abrupt 29 

developmental transition inaugurates the emergence of internal hippocampal dynamics. 30 

 31 



 32 

INTRODUCTION 33 

   The adult hippocampus serves multiple cognitive functions including navigation and 34 

memory. These functions rely on the ability of hippocampal circuits to integrate external inputs 35 

conveying multi-sensory, proprioceptive, contextual and emotional information onto internally-36 

generated dynamics. Therefore, the capacity to produce internally coordinated neuronal activity 37 

detached from environmental inputs is central to the cognitive functions of the hippocampus such as 38 

planning and memory (Buzsáki, 2015; Buzsáki and Moser, 2013). In contrast to the adult situation, 39 

the developing hippocampus, like many developing cortical structures, is mainly driven by bottom-up 40 

external environmental and body-derived signals, including motor twitches generated in the spinal 41 

cord and/or the brainstem (Dooley et al., 2020; Inácio et al., 2016; Karlsson et al., 2006; Mohns and 42 

Blumberg, 2010; Rio-Bermudez et al., 2020; Valeeva et al., 2019a). These produce early sharp waves 43 

conveyed by inputs from the entorhinal cortex (Valeeva et al., 2019a). The emergence of self-44 

organized sequences without reliance on external cues in the form of sharp wave ripples (SWRs) is 45 

only observed after the end of the second postnatal week and sequential reactivations even a week 46 

later (Farooq and Dragoi, 2019; Muessig et al., 2019). Therefore, early hippocampal activity as 47 

measured with electrophysiological recordings is first externally-driven while the emergence of 48 

internal dynamics is protracted. The timing and the circuit mechanisms of the switch between motion-49 

guided and internally produced hippocampal dynamics remain unknown. They have been proposed to 50 

rely on the maturation of CA3 and extrinsic hippocampal inputs, however, a possible role of local 51 

connectivity, in particular recurrent somatic inhibition cannot be excluded (Cossart and Khazipov, 52 

2021). 53 

Local GABAergic interneurons could be critically involved in this phenomenon for several 54 

reasons. First, both theoretical and experimental work suggest that self-organized internal neuronal 55 

network dynamics require feedback connections to produce an emergent state of activity 56 

independently from the incoming input (Hopfield and Tank, 2005; Hopfield, 1982; Yuste, 2015). 57 

Feedback circuits are mainly GABAergic in CA1 (but not necessarily inhibitory), given the scarcity of 58 

recurrent glutamatergic connections in that hippocampal sub-region (Bezaire and Soltesz, 2013). 59 

Second, GABAergic interneurons, in particular the perisomatic subtypes, are long known to shape the 60 

spatial and temporal organization of internal CA1 dynamics (Buzsáki, 2015; Lee et al., 2014; Soltesz 61 

and Losonczy, 2018; Valero et al., 2015). However, GABAergic perisomatic cells display a delayed 62 

maturation profile both at structural (Jiang et al., 2001; Marty et al., 2002; Morozov and Freund, 63 

2003; Tyzio et al., 1999) and functional levels (Ben-Ari, 2002; Doischer et al., 2008; Jiang et al., 64 

2001; Khazipov et al., 2004; Marty et al., 2002; Morozov and Freund, 2003; Murata and Colonnese, 65 



2020; Tyzio et al., 1999), and the precise developmental timeline for their postnatal development 66 

remains unknown, partly due to the difficulty in labeling them (Donato et al., 2017) . 67 

Here we investigate the evolution of CA1 dynamics during the first and second postnatal weeks of 68 

mouse development with an eye on the specific patterning of activity of CA1 GABAergic neurons. To 69 

this aim, we adapted two-photon calcium imaging of CA1 dynamics using virally-expressed GCaMP6 70 

through a cranial window in non-anesthetized pups. We show that the first postnatal week ends with 71 

an abrupt switch in the representation of self-motion in CA1: principal neurons were synchronized by 72 

spontaneous movement before P9, whereas self-motion decreased their activity after that time point. 73 

Consistent with a two-population neuronal model, this switch was locally paralleled by the rapid 74 

anatomical and functional surge of somatic GABAergic interneurons and no significant change in 75 

external inputs. Self-generated bottom-up inputs may thus directly contribute to the emergence of 76 

somatic GABAergic inhibition and in this way calibrate local circuits to the magnitude of external 77 

inputs prior to the opening of experience-dependent plasticity. 78 

RESULTS 79 

Progressive evolution of CA1 neuronal dynamics  80 

In order to induce stable and early expression of the calcium indicator protein GCaMP6s, pups were 81 

injected with the AAV1-hSyn-GCaMP6s.WPRE.SV40 virus in the brain lateral ventricle on the day 82 

of birth (P0, Figure 1A and Figure 1 - figure supplement 1A). Five to twelve days after injection, 83 

the hippocampal CA1 region of non-anesthetized pups was imaged through a window implant placed 84 

on the same day (Figure 1A, see Methods). We first quantified the amount of sleep/wake cycle in P5-85 

6 mice after cranial window surgery and EMG nuchal electrodes implantation. We found that mice 86 

spent 74 (+/-6) % of their time in active sleep (Figure 1 - figure supplement 1B), which is 87 

comparable to previous reports  (Jouvet‐Mounier et al., 1969). This indicates that the window implant 88 

did not alter this characteristic of behavior at early postnatal stages. In the same way, the acute 89 

window implant did not significantly alter electrophysiological network patterns. These were 90 

measured using in vivo bilateral silicon probes recordings of early sharp waves (eSW, Figure 1 - 91 

figure supplement 1C, see Discussion) in P6-8 (n=4) and P11 (n=2) pups expressing GCaMP6s with 92 

a frequency of 2.6 eSW/min (25 % 1.15 eSW/min and 75 % 4.16 eSW/min) for the ipsilateral side and 93 

3.49 eSW/min (25 % 1.96 eSW/min and 75 % 5.1 eSW/min, p-value = 0.39) for the contralateral side 94 

(Figure 1 - figure supplement 1C). This slight but non-significant reduction in eSW frequency 95 

recorded from the ipsilateral hemisphere was similarly reported in a previous study using the same 96 

surgical approach (see Discussion, Graf et al., 2021). eSW synchronization between hemispheres was 97 

preserved (Valeeva et al., 2019b) but with a 12 ms delay between the two hemispheres (peak at 0.087 98 

+/- 0.027 s, Figure 1 - figure supplement 1C), possibly explained by a slight drop in local 99 



temperature due to the chamber placement as described previously (Reig et al., 2010). Finally, we 100 

checked for the presence of other types of oscillations in both hemispheres and observed a peak in the 101 

theta range in the P11 mouse pups in both hemispheres (ipsi: peak at 4.3 Hz of amplitude 3.6x10-3 +/- 102 

1.2x10-3 mV2/Hz; contra: peak at 4.1 Hz of amplitude 2x10-3 +/- 3x10-4 mV2/Hz (jackknife std), 103 

Figure 1 - figure supplement 1C). In general, a slight increase of the peak power of most 104 

electrophysiological network oscillations (below 20Hz) was observed (Figure 1 - figure supplement 105 

1C). Altogether we can conclude that the presence of the window implant minimally disrupted the 106 

electrophysiological network patterns and sleep-wake cycle of developing rodents at that early 107 

postnatal period. Thus, we pursued the description of early multineuron CA1 dynamics using calcium 108 

imaging (62 imaging sessions, 35 mouse pups aged between 5 and 12 days, yielding a total of 33,412 109 

cells, see Table 1 for details on each session and their inclusion in the figures).   110 

 111 

 112 

 113 

The contours of the imaged neurons and their calcium fluorescence events were extracted using 114 

Suite2P (Pachitariu et al., 2017) and DeepCINAC (Denis et al., 2020), respectively. Representative 115 

examples of fields of view, contour maps and activity raster plots from recordings in P5, P7, P10 and 116 

P12 mouse pups are shown in Figure 1A. Neuronal activity was stable over the duration of the 117 

recording (Figure 1 – figure supplement 1D, E – median change: 0.08 transients/minute, N=31). 118 

Consistent with previous electrophysiological studies (Leinekugel et al., 2002; Mohns and Blumberg, 119 

2008; Valeeva et al., 2019a), spontaneous neuronal activity in the CA1 region of P5-6 pups alternated 120 

between recurring population bursts (Synchronous Calcium Events, SCEs), and periods of low 121 

activity (Figure 1A). In P5-6 mouse pups more than half of the detected calcium transients occurred 122 

within SCEs (P5: median value 55 % N=4, n=8; P6: median value 55 % N=3, n=5; N: mice, n: 123 

imaging sessions, Figure 1B). Activity then became progressively continuous as evidenced by the 124 

linear decrease in the proportion of calcium transients occurring during SCEs (r2=0.78, p<0.0001) to 125 

finally reach 33 % in P12 mouse pups (P12: N=5, n=8, Figure 1B). Reminiscent of a transient period 126 

of ‘neural quiescence’ at the beginning of the second postnatal week (Dominguez et al., 2021), we 127 

observed a nonlinear evolution in the cell activation frequency with a local minimum around P10 (r2 128 

= 0.30, Figure 1C). We conclude that CA1 dynamics progressively evolve from discontinuous to 129 

continuous during the first two postnatal weeks, in agreement with previous electrophysiological 130 

studies (Cossart and Khazipov, 2021; Mohns and Blumberg, 2008; Valeeva et al., 2019a).  131 

Early synchronous calcium events correlate with spontaneous motor activity 132 



Previous extracellular electrophysiological recordings indicated that, in developing rodents, CA1 133 

dynamics followed spontaneous motor activity during the first postnatal week (Karlsson et al., 2006; 134 

Rio-Bermudez et al., 2020; Valeeva et al., 2019a). Hence, we next examined the relationship between 135 

population activity and movement as monitored using either piezo recordings or infrared cameras (see 136 

Methods). Because our surgical procedure could potentially affect CA1 dynamics in response to 137 

contralateral movement, we computed peri-movement time histograms (PMTHs) by plotting the 138 

fraction of active neurons centered on the onset of all ipsi or contralateral limbs movements. Both 139 

spontaneous limb movements were followed by an increase of CA1 activity (peak ipsi= 3.6 %, peak 140 

contra= 2.8 %, chance level 3.4 %, Figure 1 - figure supplement 1E), showing that the surgery was 141 

not preventing the hippocampal response to contralateral limb movements. Still, contralateral limb 142 

movements recruited a slightly lower fraction of active cells (see Discussion). In mouse pups younger 143 

than P9, movements were followed by a significant increase in the percentage of active cells 144 

exceeding the chance level (Figure 2A, P5-8 median above chance level, Video 1-3) and an increase 145 

of the average DF / F fluorescence signal (Figure 2 - figure supplement 1A). In contrast, after P9, 146 

movements were followed by a significant decrease of activity below chance level (Figure 2A, P10-147 

12 median below chance level, Video 4-6) and a decreased DF / F fluorescence signal (Figure 2 - 148 

figure supplement 1A). Short myoclonic movements such as twitches, happening during periods of 149 

active sleep (Gramsbergen et al., 1970; Jouvet-Mounier and Astic, 1968; Karlsson et al., 2006) as 150 

opposed to longer movements, happening mostly during wakefulness, may induce different activity 151 

patterns in the hippocampus (Mohns and Blumberg, 2008). This difference between wake movements 152 

and active-sleep twitches during development is proposed to rely on a gating of sensory-feedback 153 

associated with movement during wake (Dooley and Blumberg, 2018; Tiriac and Blumberg, 2016). 154 

Accordingly, when combining calcium imaging with nuchal EMG recordings in one P5 mouse pup, 155 

we observed an increase in the percentage of active cells and in the DF / F fluorescence signal 156 

following movements occurring both during REM sleep and wakefulness (Figure 2 - figure 157 

supplement 1C). However, when combining all mouse pups, and considering separately twitches 158 

(occurring during REM/active sleep) and complex movements (occurring during wakefulness), based 159 

on video recordings, we found that the two movement types did not significantly differ in their impact 160 

on CA1 activity (Figure 2 - figure supplement 1B). Given this lack of difference, all movement 161 

types were thus combined in the following analysis steps. Post-movement activity was next computed, 162 

as defined by the number of active cells in the two seconds following movement onset divided by the 163 

number of active cells within a four seconds-long time window centered on movement onset (see 164 

methods, Figure 2B and Figure 2 - figure supplement 1D). The median post-movement activity 165 

progressively decreased from P5 to P9 (mean difference between consecutive age groups of 3.1 +/- 166 

0.7 %) until it suddenly dropped at P10 (-13.5% between P9 and P10) and stabilized until P12. P9 167 

marked the transition in the relationship between movement and CA1 activity. Indeed, the median 168 

post-movement activity exceeded 50 % from P5 to P8 (P5: 71 %, P6: 65 %, P7: 60 %, P8: 56 %). This 169 



is consistent with the evolution of PMTHs (Figure 2A). After P9, the median post-movement activity 170 

was lower than 50 % (P10: 39 %, P11: 35 %, P12: 40 %), thus revealing the inhibitory action of 171 

movement on activity. We next defined as ‘inhibiting movements’ all the movements with a post-172 

movement activity lower than 40 % and computed their proportion in each mouse (Figure 2C). The 173 

proportion of ‘inhibiting’ movements was stable before P9 (P5: 11 %, P6: 16 %, P7: 10 %, P8: 15 %). 174 

Again, P9 marks a transition since we observed that approximately half of the movements were 175 

followed by an inhibition of CA1 activity in P10-12 mice (P10: 55 %, P11: 58 %, P12: 48 %). The 176 

proportion of ‘inhibiting’ movements varies with age as a sigmoid function with P9 being the 177 

transition time point (V50=9.015, r2=0.75). In line with the emergence of movement-induced 178 

inhibition, the fraction of neurons significatively associated with immobility also increased with age, 179 

also following a sigmoidal function (Figure 2D, sigmoid fit V50=9.022, r2=0.55). Altogether, these 180 

results indicate that the end of the first postnatal week marks a transition in the evolution of CA1 181 

dynamics, with both a decorrelation and a “detachment” of neuronal activity from spontaneous motor 182 

activity. We next investigated the circuit mechanisms supporting these changes. 183 

GABAergic neurons remain activated by spontaneous movement throughout the 184 
first two postnatal weeks 185 

As a first step to identify the circuit mechanisms for this switch, we focused on local circuits and 186 

disentangled the respective contribution of local GABAergic neurons and principal cells to CA1 187 

dynamics as well as their relation to movement. To this aim, we identified GABAergic neurons with 188 

the expression of a red reporter (tdTomato) in GAD1
Cre/+ pups virally infected with AAV9-FLEX-189 

CAG-tdTomato and AAV1.hSyn.GCaMP6s (Figure 3A, B, Figure 3 - figure supplement 1A). In 190 

addition, we used these imaging experiments (Figure 3 - figure supplement 1B - top row) to train a 191 

cell classifier inferring interneurons in the absence of any reporter (Figure 3 - figure supplement 1B 192 

- bottom row). This classifier was able to infer interneurons with 91 % precision  (Figure 3 - figure 193 

supplement 1C) (Denis et al., 2020). “Labeled” and “inferred” GABAergic neurons were combined 194 

into a single group referred to as “interneurons'' in the following (Figure 3 - figure supplement 1D, 195 

E). As illustrated in a representative raster plot from a P5 mouse, both pyramidal cells (black) and 196 

interneurons (red) were activated during movement (vertical grey lines, Figure 3A). This was 197 

confirmed when computing the PMTH for pups aged less than P9, with the activation of the two 198 

neuronal populations after movement exceeding chance level (P5-8: N=17, n=33, pyramidal cells: 199 

baseline value = 0.51 %, peak value = 2.1 %, interneurons: baseline value = 2.1 %, peak value 7.9 %, 200 

N: number of mice, n: number of imaging sessions, Figure 3A and Figure 3-figure supplement 2A). 201 

In line with the above results (Figure 2A), pups older than P9 showed a significant reduction (below 202 

chance level) in the proportion of active pyramidal cells following movement (Figure 3B, P10-12: 203 

N=7, n=9, baseline value = 1.3 %, trough value = 0.4 %). In contrast, interneurons remained 204 

significatively activated following movement even past P9 (P10-12: N=7, n=9, baseline value = 3.9 205 



%, peak value = 10 %, Figure 3B and Figure 3-figure supplement 2B). We conclude that the link 206 

between movement and activity evolves differentially towards the start of the second postnatal week 207 

when comparing pyramidal neurons and GABAergic interneurons, the former being inhibited or 208 

detached from movements while the latter remaining activated. This suggests that pyramidal neurons 209 

could be directly inhibited by local interneurons after the first postnatal week, following a functional 210 

maturation of GABAergic outputs onto principal cells. Alternatively, this could result from 211 

differential changes in the synaptic inputs driving both cell types. In the following, we have addressed 212 

both, non-mutually exclusive, hypotheses. 213 

We first compared the developmental time course of extra-hippocampal synaptic afferences 214 

onto CA1 GABAergic neurons and pyramidal cells using a rabies retrograde tracing method 215 

(Wickersham et al., 2007). We focused on changes that may occur around the end of the first 216 

postnatal week. To do so, two groups were compared, an early (AAV1-hSyn-FLEX-nGToG-WPRE3 217 

-Helper virus- injected at P0, SAD-B19-RVdG-mCherry -pseudotyped defective rabies virus- at P5 218 

and immunohistochemistry (IHC) at P9, Figure 3 - figure supplement 3A-C) and a late one (AAV1-219 

hSyn-FLEX-nGToG-WPRE3 -Helper virus- injected at P0, SAD-B19-RVdG-mCherry -pseudotyped 220 

defective rabies virus- at P9, IHC at P13, Figure 3 - figure supplement 3D-F). Injections were 221 

performed in either GAD1
Cre/+ or Emx

Cre/+ pups in order to specifically target GABAergic or 222 

glutamatergic cells, respectively. Four GAD1
Cre/+ pups (2 early and 2 late injections) and three 223 

Emx
Cre/+ pups (1 early and 2 late) were analyzed with injection sites restricted to the hippocampus. 224 

Starter and retrogradely labeled cells were found all over the ipsilateral hippocampus. For both 225 

GAD1
Cre/+ and Emx

Cre/+ pups, we found no striking difference in the retrogradely labeled extra-226 

hippocampal regions between the early and late groups. In agreement with previous studies (Supèr 227 

and Soriano, 1994), we found that GABAergic and glutamatergic neurons in the dorsal hippocampus 228 

received mainly external inputs from the entorhinal cortex, the medial septum and the contralateral 229 

CA3 area (retrogradely labeled cells in these regions were found in 4 out of 4 GAD1
Cre/+ pups and 3 230 

out of 3 Emx
Cre/+ pups,  Figure 3 - figure supplement 3). Thus, we could not reveal any major switch 231 

in the nature of the extra-hippocampal inputs impinging onto local CA1 neurons. Thus, we next 232 

explored the maturation of local somatic GABAergic innervation given its significant evolution 233 

throughout that period (Jiang et al., 2001; Marty et al., 2002; Morozov and Freund, 2003) as well as 234 

our observation of a dense tdTomato signal in the pyramidal layer from GAD1
Cre/+ mouse pups at P12 235 

(Figure 3B), not visible at P5 (Figure 3A). 236 

Abrupt emergence of a functional somatic GABAergic innervation at the 237 

beginning of the second postnatal week 238 

We first analyzed the anatomical development of somatic GABAergic innervation within the CA1 239 

pyramidal layer from P3 to P11, focusing on the innervation from putative parvalbumin-expressing 240 



Basket Cells (PVBCs), its main contributor. To this aim, we performed immunohistochemistry against 241 

Synaptotagmin2 (Syt2) which has been described as a reliable marker for parvalbumin positive 242 

inhibitory boutons in cortical areas (Figure 4A, (Sommeijer and Levelt, 2012)). Using a custom-made 243 

Fiji-plugin (RINGO, see methods), we quantified the surface of the pyramidal cell layer covered by 244 

Syt2 labeling at different stages and found that between P3 and P7, PV innervation remained stable 245 

(median values: P3: 0.34 %, P5: 0.57 %, P7: 0.49 %, 3 mice per group, Figure 4B). However, after 246 

P9, an increase in the density of positive labeling was observed (P9: 1.03 %, P11: 1.48 %, 3 mice per 247 

group, Figure 4B). These results are consistent with previous work (Jiang et al., 2001; Marty et al., 248 

2002), as well as with our tdTomato labeling (Figure 3A-B) and GCaMP imaging (Figure 4 - figure 249 

supplement 1, Video 7). They also match the transition observed in CA1 dynamics (Figure 3). We 250 

next tested whether GABAergic axons in the pyramidal layer were active during periods of 251 

movement. We restricted the analysis of these experiments to P9-10, as axonal arborization 252 

innervating the CA1 pyramidal layer was not present before (i.e., there was no fluorescent signal 253 

before P9 in the stratum pyramidale, Figure 4 - figure supplement 1, Video 7). To do so, we 254 

restrained the expression of the calcium indicator GCaMP6s to the axon (Broussard et al., 2018) of 255 

interneurons using GAD1
Cre/+ mouse pups and specifically imaged axonal arborisation in the 256 

pyramidal cell layer (Figure 4C, left panel). Fluorescence signals were extracted from axonal 257 

branches using PyAmnesia (a method to segment axons, see methods, Figure 4C, right panel), and 258 

then normalized using DF / F. As expected, (see Figure 3B), an increase in the fluorescent signal 259 

from GABAergic axonal branches was observed following movement (P9-10: n=3 mice, Figure 4D). 260 

As a result, we reasoned that emergence of functional perisomatic GABAergic activity could 261 

contribute to the reduction of activity observed after movement during the second postnatal week in 262 

pyramidal neurons. 263 

Increasing feedback inhibition in two-population models explains the 264 

developmental transition 265 

To test whether an increase in perisomatic inhibition alone can explain the switch in network 266 

dynamics between the first and second postnatal weeks, we simulated a two-population network 267 

model mimicking the development of perisomatic innervation (Figure 5A, see Methods). Using a 268 

rate model and a Leaky Integrate and Fire (LIF) model, we show that increasing the number of 269 

perisomatic inhibitory connections can account for the experimentally observed decrease of responses 270 

to movement-like feedforward inputs (Figure 5B). Time constants of the rate model and synaptic time 271 

constants of the LIF model were chosen to match the slow kinetics of synaptic transmission that exist 272 

at early developmental stages (see Figure 5 Source data 1). Faster excitatory and inhibitory time 273 

scales, on the order of a few milliseconds, generate network dynamics that could not be followed by 274 

our calcium sensor. We chose to model them by simply providing a noisy, normally distributed, input 275 



to all the cells. Durations of feed-forward inputs were chosen similar to experimental movement 276 

durations (see Figure 5 - figure supplement 1A for a log-normal fit of the movement durations). 277 

When inhibition is weak, the average activity of the pyramidal neurons increases at the onset of a 278 

given twitch. Then, it quickly relaxes to the baseline with a timescale that follows the synaptic time 279 

constant (Figure 5B, left panel). In the presence of strong inhibition, there is a reduction in response 280 

to movement inputs. In addition, due to strong feedback inhibition following the movement responses, 281 

network activity relaxes to the baseline with an undershoot (Figure 5B, right panel), recapitulating 282 

the experimental findings (see Figure 2A). Similarly, PMTHs for interneurons were obtained (see 283 

Figure 5 - figure supplement 1B). 284 

The inhibition of principal cells following movements after P9, revealed by the PMTHs, 285 

could result from the development of a direct external inhibitory input or from changes in local 286 

circuits. In order to further examine the nature of the interaction between local pyramidal cells and 287 

interneurons displayed a direct interaction in the absence of the external movement-related input, we 288 

next used our experimental data to compute the cross-correlograms between interneurons and 289 

pyramidal cells calcium transients (inferred by DeepCINAC (Denis et al., 2020)) in the periods 290 

without movement (P5-8 light gray curve, P9-12 dark curve, Figure 5C, left panel). For P9-12, we 291 

observed a rapid drop in the correlation at positive time points suggesting a feed-forward inhibition of 292 

principal cells activity. Such drop was absent for P5-8, where the cross-correlogram was symmetric 293 

and centered at zero. Both the rate and LIF models displayed similar activity correlograms as the 294 

experimental data, with an undershoot in the presence of strong inhibitory feedback for positive time 295 

points (Figure 5C, middle and right panels). Thus, increasing JEI has the effect of strengthening the 296 

cross-correlation undershoot. JEI for both models were chosen to match the amplitude of this 297 

undershoot while at the same time matching the inhibition observed in the PMTHs. Auto-298 

correlograms of the excitatory and inhibitory activity were also measured and compared to our model 299 

predictions (Figure 5 - figure supplement 1C). 300 

The consistency of our models with the experimental cross-correlograms, which were 301 

computed from the activity recorded during periods of immobility, further shows that the observed 302 

network dynamics and, in particular, the correlation undershoots most likely result from recurrent 303 

perisomatic inhibition rather than a feedforward drive from upstream areas. Therefore, in our model, 304 

the maturation of perisomatic inhibition alone was sufficient to support a switch in network dynamics. 305 

 306 

DISCUSSION 307 

Using for the first time in vivo two-photon calcium imaging in the hippocampus of non-anesthetized 308 

mouse pups and a deep-learning based approach to infer the activity of principal cells and 309 



interneurons, we show that the end of the first postnatal week marks a salient step in the anatomical 310 

and functional development of the CA1 region. Indeed, within two days (P8-10), the link between 311 

CA1 principal cells activity and self-triggered movements is inverted and neurons are preferentially 312 

active during immobility periods. This is likely due to the time-locked anatomical and functional rise 313 

of somatic GABAergic activity given that interneurons remain highly active throughout this period, 314 

including in response to spontaneous movements. In this way, CA1 circuits start detaching from 315 

external inputs. Given the importance of local dynamics for hippocampal function and cortical circuits 316 

operation in general, this is likely to be a critical general step in the proper maturation of cognitive 317 

circuits. 318 

Early postnatal calcium activity in CA1 is driven by sensorimotor inputs 319 

We found that, until P7-9, spontaneous movements are followed by a significant peak in calcium 320 

events in the CA1 principal cell layer and that most neuronal activity occurs during synchronous 321 

calcium events. This early link between sensorimotor inputs and early cortical dynamics has been 322 

previously reported using electrophysiological recordings in various areas and species, including 323 

humans (Milh et al., 2006). Here we extend that observation to calcium transients, which not only 324 

indirectly report action-potential firing as well as other modes of cell activation during development 325 

but also critically regulate activity-dependent genetic processes. In addition, we could describe the 326 

response to these movements with single-cell resolution. Of note, it is important to keep in mind that 327 

part of the overlying cortex, including the primary sensory cortex, was removed to grant optical 328 

access to the hippocampus. This region may contribute in relaying the sensory feedback from the 329 

twitches to the hippocampus (Khazipov and Milh, 2018; Valeeva et al., 2019a). The surgical 330 

procedure may thus damage incoming axons from the temporoammonic track linking the entorhinal 331 

cortex to the hippocampus. Accordingly, we observed: i) that the CA1 response to movements from 332 

the contralateral limbs was slightly reduced; ii) that the eSW frequency in the ipsilateral hemisphere 333 

was slightly diminished; iii) a small increase in the power spectra of network oscillations below 20Hz. 334 

In addition, it cannot be excluded that other movements that we have not detected, like whisker 335 

movements, could also contribute to the patterning of CA1 activity. It is also possible that self-336 

generated activity from other sensory organs but independent from movement, like the retina or the 337 

olfactory bulb, also contribute to hippocampal dynamics. Interestingly, in contrast to previous reports 338 

(Tiriac and Blumberg, 2016), we could not observe any significant difference between twitches 339 

(occurring mainly during active sleep) and longer, more complex movements (associated with 340 

wakefulness). In one mouse pup, we directly combined 2-photon imaging with EMG recordings to 341 

better define brain states and confirmed that, both REM and wake-associated movements were 342 

followed by an activation of CA1 neurons, with the latter triggering a smaller response. This 343 

difference with previous reports (Tiriac and Blumberg, 2016), may reveal a difference between 344 

calcium imaging and electrophysiology, the former sampling from a larger population but at a lower 345 



temporal and spike signal resolution. The patterning of CA1 dynamics in the large imaged population 346 

did not reveal any obvious spatial distribution for movement-activated cells but we cannot exclude 347 

that these would vary along the radial and transverse directions, which are the two main axes of 348 

principal cell development (Caviness, 1973), and are differentially targeted by perisomatic PV basket 349 

cells (Lee et al., 2014; Valero et al., 2015). 350 

Passed the end of the first postnatal week, between P8 and P10, a significant decrease in the 351 

fraction of coactive principal cells following movement was observed (while interneurons remained 352 

mostly activated by movement). We cannot exclude that some spikes fell below the threshold for 353 

detection of calcium events. In this case, rather than full inhibition, it may be that a strong shortening 354 

of the time window for neuronal integration occurred (due to feedback inhibition), which would limit 355 

the number of spikes produced by principal cells and thus keep them below detection levels. Yet, a 356 

novel machine-learning based algorithm (Denis et al., 2020) was used since it was especially designed 357 

to infer activity in the dense CA1 pyramidal cell layer. This change in the polarity of principal cells' 358 

response to movements is quite abrupt as it happens within less than two days (between P8 and 10). 359 

This contrasts with the progressive evolution of single cell firing frequencies but matches the fast 360 

redistribution of neuronal firing towards immobility periods. In this way, hippocampal neuronal 361 

dynamics “internalize” as they stop being driven by movements and preferentially occur within rest. 362 

Of note, a small increase in the fraction of active cells can be observed approximately one second 363 

before the onset of movement in P12 pups, indicating that activity would start building up in CA1 364 

prior to movement. A corollary discharge would increase activity prior to movement on a much 365 

shorter time scale. There is therefore no obvious explanation for this interesting phenomenon. 366 

Anticipatory cell firing prior to locomotion has been previously reported in the adult cortex (see for 367 

example (Vinck et al., 2015)). Different mechanisms could support such anticipatory firing, including 368 

the influence of top-down inputs, changes in arousal states or any complex neuromodulatory 369 

interactions possibly associated with changes in the sleep-wake cycle and that could involve, for 370 

example, the norepinephrine, serotonin or acetylcholine systems. 371 

This “internalization” of hippocampal dynamics is reminiscent of similar phenomena 372 

observed in other cortical areas, such as the barrel cortex where whisker stimulation induces a 373 

reduction in the size of cell assemblies following P9 while the same stimulation widens cell assembly 374 

size a few days before (Mòdol et al., 2019). It is also reminiscent of the recently described transient 375 

quiescent period observed in the somatosensory cortex using extracellular electrophysiological 376 

recordings (Dominguez et al., 2021). Last, it goes in hand with a sparsification of activity, which is a 377 

general developmental process supported by the emergence of inhibition (Golshani et al., 2009; 378 

Rochefort et al., 2009; Wolfe et al., 2010). 379 

Circuit basis for the movement-triggered inhibition of CA1 dynamics  380 



Our results demonstrate that the change in CA1 dynamics occurring at the end of the first postnatal 381 

week most likely relies on structural changes in local CA1 circuits rather than rewiring of the long-382 

range extrahippocampal connectivity. 383 

The long-range circuits mediating the bottom-up flow of self-triggered or externally generated 384 

sensory information to the hippocampus are starting to be elucidated. The two main structures directly 385 

transmitting sensorimotor information to the dorsal CA1 are the entorhinal cortex and septum. The 386 

former processes multisensory information from all sensory cortices (visual, auditory, olfactory, 387 

somatosensory), including movement-related sensory feedback (Rio‐Bermudez and Blumberg, 2021) 388 

and was shown to be activated by spontaneous twitches prior to CA1 (Mohns and Blumberg, 2010; 389 

Rio-Bermudez et al., 2020; Valeeva et al., 2019a) while the latter is more likely to be involved in 390 

transmitting internal information (Fuhrmann et al., 2015; Wang et al., 2015) as well as unexpected 391 

environmental stimuli (Zhang et al., 2018). In addition to these two canonical pathways, one cannot 392 

exclude the involvement of a direct connection from the brainstem, given their existence in the adult 393 

and their role in promoting sleep as well as motor twitches (Liu et al., 2017; Szőnyi et al., 2019). 394 

However, our retrograde tracing experiments did not reveal any direct connection between the CA1 395 

cells and the brainstem at the early ages analyzed here. In addition, we found that both CA1 396 

interneurons and principal cells receive inputs from the septum and entorhinal cortex before the time 397 

of the switch (i.e. P9) and that there was no major qualitative change of inputs after, as expected from 398 

previous work (Supèr and Soriano, 1994). Still, these experiments do not allow a quantitative 399 

assessment of the number of inputs nor the type of inputs (GABAergic, cholinergic, etc.) and we 400 

cannot fully exclude that a stronger, or different source of excitatory drive would be impinging onto 401 

interneurons after the switch. Neither can we exclude a functional maturation of those extrinsic inputs. 402 

Therefore, future optogenetic and slice physiology work is needed to characterize the bottom-up 403 

information flow onto specific components of the local CA1 circuits. Similarly, one cannot exclude a 404 

change in the CA3 to CA1 connectivity. Indeed, Schaffer collaterals are known to reach CA1 roughly 405 

around the end of the first postnatal week (Durand et al., 1996). In addition, roughly at the time of the 406 

switch, we do see the emergence of SWRs (Buhl and Buzsaki, 2005), a pattern strongly relying on 407 

CA3 inputs and perisomatic GABAergic transmission. However, we could not restrict the pool of 408 

starter cells to the CA1 region in our retrograde viral tracing experiments, which precluded analysis of 409 

the development of CA3-CA1 connectivity. Interestingly, among the external inputs onto CA1 410 

described above, the entorhinal cortex and CA3 were both shown to exert a mild influence on the 411 

organization of intrinsic CA1 dynamics, possibly pointing at a critical role of local interneurons in this 412 

process (Zutshi et al., 2021). 413 

As indicated by our computational model, the disengagement from movement of CA1 414 

dynamics can be fully explained by the observed rise in anatomical (Syt2 labeling) and functional 415 



(axonal GCaMP imaging) connectivity from perisomatic GABAergic cells onto pyramidal cells at the 416 

onset of the second postnatal week. This increased connectivity could not be easily captured with our 417 

retrograde viral labeling since the absence of early PV expression precludes the identification of PV 418 

basket cells, the most prominent subtype of perisomatic GABAergic cells, among retrogradely 419 

labelled cells in Emx
Cre/+ pups. Early anatomical studies had already indicated that an increase of 420 

somatic GABAergic inhibition, including from CCK-basket cells, occurred in CA1 during the first 421 

postnatal week (Danglot et al., 2006; Jiang et al., 2001; Marty et al., 2002; Morozov and Freund, 422 

2003). However, this rise was expected to be more progressive and not as abrupt as observed here, as 423 

it happened within two days. If the axonal coverage of the stratum pyramidale by PV-basket cells 424 

axons increases, we cannot exclude that this is a general phenomenon, concerning all perisomatic 425 

subtypes, including soma-targeting CCK-expressing basket cells which develop anatomically at 426 

around the same time (Morozov and Freund, 2003) or chandelier cells. In addition, our computational 427 

model indicates that the emergence of feed-back inhibition is sufficient to reproduce the 428 

developmental shift observed here, which could also involve other types of CA1 interneurons, 429 

including dendrite-targeting ones. 430 

Interestingly, a similar rise of somatic GABAergic axonal coverage occurs in the barrel cortex 431 

at the same time. Indeed, recent connectomic mapping using 3D-electron microscopy in that region 432 

revealed that the preferential targeting of cell bodies by GABAergic synapses increased almost 433 

threefold between postnatal days 7 and 9 (Gour et al., 2020), whereas two-photon imaging of putative 434 

GABAergic somatic axons in the same region revealed broader domains of co-activation (Mòdol et 435 

al., 2019). This time period for the shift may be synchronous within brain regions involved in 436 

sensorimotor integration such as the hippocampus and somatosensory cortex. Otherwise, PV 437 

expression was shown to develop sequentially in a region-specific manner (Reh et al., 2020) 438 

following their intrinsic developmental age (Donato et al., 2017). 439 

We found that many principal cells are inhibited by movement while most imaged 440 

GABAergic cells remained activated during the second postnatal week. This therefore indirectly 441 

suggests a net inhibitory effect of GABAergic transmission after the first postnatal week. This is 442 

expected since the shift from excitatory to inhibitory synaptic transmission was reported to occur 443 

earlier in the hippocampus in vivo (Murata and Colonnese, 2020). On a side note, the lack of somatic 444 

GABAergic inputs before P7 indicates that the early excitatory GABAergic drive in CA1 circuits 445 

likely originates from non-somatic GABAergic interneurons, which include long-range, dendrite-446 

targeting or interneuron-specific interneurons. The circuit role of excitatory GABAergic transmission 447 

should be revisited taking into account this new finding. 448 

The movement-associated inhibition could result equally from feedforward (direct activation 449 

of interneurons from movement-transmitting inputs such as the entorhinal cortex) or feedback (from 450 



local CA1 cells) inhibition. Our analysis of pairwise correlations in the absence of movement as well 451 

as our computational simulations indicate the latter. A similar strengthening of feedback inhibition 452 

has previously been observed in the developing somatosensory cortex (Anastasiades and Butt, 2012). 453 

The inhibition of activity following movement is likely to be occurring during a transient 454 

developmental period. Indeed, in the adult, both interneurons and principal cells usually increase their 455 

activity as the animal moves (Fuhrmann et al., 2015). Therefore the switch observed here opens 456 

another developmental time-window that probably closes with the emergence of perineuronal nets and 457 

cell activation sequences at the end of the third developmental week (Farooq and Dragoi, 2019; Horii-458 

Hayashi et al., 2015; Muessig et al., 2019). We would like to propose this developmental window, to 459 

be the critical period for CA1 development, a period during which experience-dependent plasticity 460 

can be observed. 461 

Conclusion 462 

Cognitive hippocampal maps rely on two forms of representation, one that is map-based or allocentric 463 

and the other that is self-referenced, or egocentric and requires body movement. We would like to 464 

propose that the early postnatal period described here, where the hippocampus learns the statistics of 465 

the body, and which terminates with the rise of a recurrent inhibitory network is a key step for the 466 

emergence of self-referenced representations onto which exploration of the external world can be 467 

grafted. An imbalance between self-referenced and environmental hippocampal representations due to 468 

a miswiring of local somatic inhibition could have major outcomes. It could be at the basis of several 469 

neurodevelopmental disorders, including autism spectrum disorders (ASD) and schizophrenia. 470 

Interestingly, both disorders have been associated with an aberrant maturation of PV-expressing 471 

interneurons (Gogolla et al., 2014; Jurgensen and Castillo, 2015; Lewis et al., 2005). In addition, the 472 

proper development of the peripheral sensory system, which is partly initiating the early CA1 473 

dynamics reported in our study, is also critically involved in ASD (Orefice et al., 2016). The period 474 

described here corresponds to the third trimester of gestation and likely extends postnatally given the 475 

protracted integration of GABAergic interneurons into functional circuits in the human brain (Murphy 476 

et al., 2005; Paredes et al., 2016). Future work should determine when a similar rise in somatic 477 

inhibition occurs in human infants and test whether it could constitute a valuable biomarker for 478 

cognitive neurodevelopmental disorders. 479 

MATERIALS AND METHODS 480 

MICE 481 

All experiments were performed under the guidelines of the French National Ethics Committee for 482 

Sciences and Health report on "Ethical Principles for Animal Experimentation" in agreement with the 483 

European Community Directive 86/609/EEC (Apafis#18-185 and #30-959). 484 



EXPERIMENTAL PROCEDURES AND DATA ACQUISITION 485 

Viruses. In vivo calcium imaging experiments were performed using AAV1-hSyn-486 

GCaMP6s.WPRE.SV40 (pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40 was a gift from Douglas Kim & GENIE 487 

Project (Addgene viral prep #100843-AAV1; http://n2t.net/addgene:100843; 488 

RRID:Addgene_100843)), AAV9-FLEX-CAG-tdTomato (pAAV-FLEX-tdTomato was a gift from 489 

Edward Boyden (Addgene viral prep # 28306-AAV9 ; http://n2t.net/addgene:28306 ; 490 

RRID:Addgene_28306)), AAV9-hSyn-FLEX-axon-GCaMP6s (pAAV-hSynapsin1-FLEx-axon-491 

GCaMP6s was a gift from Lin Tian (Addgene viral prep # 112010-AAV9 ; 492 

http://n2t.net/addgene:112010 ; RRID:Addgene_112010)). Retrograde tracing experiments were 493 

performed using AAV1-hSyn-FLEX-nGToG-WPRE3 (Charité #BA-096) and SAD-B19-RVdG-494 

mCherry (Gift from the Conzelmann laboratory).  495 

Intracerebroventricular injection. This injection protocol was adapted from already published 496 

methods (Kim et al., 2014). Mouse pups were anesthetized on ice for 3 – 4 min, and 2 µL of viral 497 

solution (titration at least 1 x 1013 vg / mL) were injected in the left lateral ventricle whose coordinates 498 

were estimated at the 2/5 of the imaginary line between the lambda and the eye at a depth of 0.4 mm. 499 

Correct injection was visualized by the spreading of the viral-dye mixture (1/20 of fast blue). In 500 

SWISS mouse pups we injected 2 µL of AAV2.1-hSyn-GCAMP6s.WPRE.SV40, in GAD1
Cre/+ mouse 501 

pups we injected either a mix of 1.3µL of AAV2.1-hSyn-GCAMP6s.WPRE.SV40 with 0.7µL of 502 

AAV9-FLEX-CAG-tdTomato or 2µL of AAV9-hSyn-FLEX-axon-GCaMP6s. 503 

Intra-hippocampal injection. When hippocampal viral injections were performed at P0 (AAV1-hSyn-504 

FLEX-nGToG-WPRE3), mouse pups were anesthetized by inducing hypothermia on ice and 505 

maintained on a dry ice-cooled stereotaxic adaptor (Stoelting, # 51615) with a digital display console 506 

(Kopf, Model 940). Dorsal hippocampus was targeted by empirically determined coordinates, based 507 

on the Atlas of the Developing Mouse Brain (Paxinos et al., 2020), using transverse sinus and superior 508 

sagittal sinus as reference: 0.8 mm anterior from the sinus intersection; 1.5 mm lateral from the 509 

sagittal sinus; 1.1 mm depth from the skull surface. Under aseptic conditions, an incision was made in 510 

the skin, the skull was exposed and gently drilled (Ball Mill, Carbide, #¼ .019” -0.500 mm diameter-, 511 

CircuitMedic). Ten nL of undiluted viral solution were injected using an oil-based pressure injection 512 

system (Nanoject III, Drummond Scientific, rate of 5 nL/min). The tip of the pipette was broken to 513 

achieve an opening with an internal diameter of 30-40 μm. When hippocampal viral injections were 514 

performed at P5 or P9 (SAD-B19-RVdG-mCherry), pups were anesthetized using 3 % isoflurane in a 515 

mix of 90 % O2-10 % air and maintained during the whole surgery (~0:30 h) between 1 % and 2.5 % 516 

isoflurane. Body temperature was monitored and maintained at 36°C. Analgesia was controlled using 517 

Buprenorphine (0.05 mg/ kg). Under aseptic conditions, an incision was made in the skin, the skull 518 

was exposed, antero-posterior and medio-lateral coordinates of the dorsal hippocampus were 519 



estimated by eye looking at the skull sutures. The skull was gently drilled and 10 nL of a viral 520 

solution were injected (Nanoject III, Drummond Scientific, rate of 5 nL/min) at a depth of 1.25 mm 521 

below the dura. 522 

Window implant surgery. The surgery to implant a 3-mm-large cranial window above corpus 523 

callosum was adapted from previous methods (Villette et al., 2015). Anesthesia was induced using 3 524 

% isoflurane in a mix of 90 % O2-10 % air and maintained during the whole surgery (~1:30 h) 525 

between 1 % and 2.5 % isoflurane. Body temperature was controlled and maintained at 36°C. 526 

Analgesia was controlled using Buprenorphine (0.05 mg/ kg). Coordinates of the window implant 527 

were visually estimated. Then a small custom-made headplate was affixed with cyanoacrylate and 528 

dental acrylic cement. The skull was removed and the cortex was gently aspirated until the appearance 529 

of the external capsule/alveus. At the end of the cortectomy, we sealed a 3 mm glass window diameter 530 

circular cover glass (#1 thickness, Warner Instrument) attached to a 3 mm diameter large and 1.2 mm 531 

height cannula (Microgroup INC) with Kwik-Sil adhesive (WPI) and fixed the edge of the glass with 532 

cyanoacrylate. We let the animal recover on a heated pad for at least one hour before the imaging 533 

experiment. 534 

Imaging. Two-photon calcium imaging experiments were performed on the day of the window 535 

implant using a single beam multiphoton pulsed laser scanning system coupled to a microscope (TriM 536 

Scope II, LaVision Biotech). The Ti: sapphire excitation laser (Chameleon Ultra II, Coherent) was 537 

operated at 920 nm. GCaMP fluorescence was isolated using a bandpass filter (510/25). Images were 538 

acquired through a GaAsP PMT (H7422-40, Hamamatsu) using a 16X immersion objective (NIKON, 539 

NA 0.8). Using Imspector software (LaVision Biotech), the fluorescence activity from a 400 μm x 540 

400 µm field of view was acquired at approximately 9 Hz with a 1.85 μs dwell time per pixel (2 541 

μm/pixel). Imaging fields were selected to sample the dorsal CA1 area and maximize the number of 542 

imaged neurons in the stratum pyramidale. Piezo signal, camera exposure time, and image triggers 543 

were synchronously acquired and digitized using a 1440A Digidata (Axon instrument, 50 kHz 544 

sampling) and the Axoscope 10 software (Axon instrument). During the imaging session, body 545 

temperature is continuously controlled.  546 

Behavioral recordings. Simultaneously with imaging experiments, mouse motor behavior was 547 

monitored. In a first group of animals, motor behavior was monitored using two or three piezos 548 

attached to the paws of the animal. The signal from the piezo was acquired and digitized using a 549 

1440A Digidata and the Axoscope 10 software. In a second group of animals, pups were placed and 550 

secured on an elevated platform (with the limbs hanging down on each side without touching the 551 

ground nor the support, as described here (Blumberg et al., 2015)). Motor behavior was monitored 552 

using two infrared cameras (Basler, acA1920-155um) positioned on each side of the animal. For each 553 

camera, a square signal corresponding to the exposure time of each frame from the camera was 554 



acquired and digitized using a 1440A Digidata and the Axoscope 10 software. If the number of 555 

behavior frames from the square signal was higher than the number of saved frames (meaning that 556 

some camera frames were dropped during the acquisition) the imaging session was excluded from any 557 

movement related analysis (see Table 1). 558 

Recording of electromyogram activity in neonatal mice. The vigilance state of neonatal mice was 559 

assessed through analysis of electromyogram (EMG) signals obtained from a single insulated 560 

Tungsten wire (A-M Systems 795500) implanted in the nuchal muscle. A stainless-steel wire (A-M 561 

Systems 786000) wire inserted on the skull surface above the cerebellum and secured in place with 562 

dental cement served as the reference electrode. Signals from the electrodes were first passed through 563 

a headstage pre-amplifier before being digitized at 16000 Hz (Digital Lynx SX, Neuralynx (the pre-564 

amplifier and digitizer were both from Neuralynx, as was the acquisition software (Cheetah))) and 565 

saved to a hard disk. TTL signals from the imaging and camera acquisition systems were 566 

simultaneously recorded as well to enable precise synchronization of EMG recordings with the 567 

camera and imaging data.  568 

In vivo extracellular electrophysiological recordings. Multisite probes (16 channels silicon probes 569 

with 50 um separation distance, NeuroNexus, USA) were used to record electrophysiological activity 570 

below the window implant and in the intact hippocampus. To do so, we positioned the mouse pup 571 

(that had previously undergone a window implant) on the experimental setup. To head fix the animal 572 

the skull surface was covered with a layer of dental acrylic except the area above the intact 573 

hippocampus. In the intact (contralateral) hippocampus the electrodes were positioned using the 574 

stereotaxic coordinates of approximately 1.5 mm anterior to lambda and 1.5 mm lateral from the 575 

midline. Hippocampus under the window was recorded through the hole drilled in the window 576 

implant. Both multisite silicon probes were positioned at the depth to record strata oriens (SO), 577 

pyramidale (SP), radiatum (SR) and lacunosum moleculare (SLM). After the positioning of the 578 

electrodes, the animal was left in the setup for one hour to recover followed by 2 hours recordings of 579 

the neuronal activity in both hippocampi simultaneously. 580 

Histological processing. Pups were deeply anaesthetized with a mix of Domitor and Zoletil (0.9 and 581 

60 mg/kg, respectively), then transcardially perfused with 4 % PFA in 0.1M PBS (PBS tablets, 18912-582 

014, Life technologies). For perisomatic innervation analysis, brains were post-fixed overnight at 4°C 583 

in 4 % PFA in 0.1M PBS, washed in PBS, cryo-protected in 30 % sucrose in PBS, before liquid 584 

nitrogen freezing. Brains were then sectioned using a cryostat (CM 3050S, Leica) into 50 µm thick 585 

slices collected on slides. Sections were stored at -20°C until further usage. For tracing experiments, 586 

brains from GAD1
Cre/+ and Emx

Cre/+ pups (The Jackson Laboratory JAX:005628), were post-fixed 587 

overnight at 4 °C in 4 % PFA in 0.1M PBS, washed in PBS and sectioned using a vibratome (VT 588 

1200 s, Leica) into sagittal 70–80 μm thick slices. Sections were stored in 0.1M PBS containing 0.05 589 



% sodium azide until further usage. Immunocytochemistry was processed as described previously 590 

(Bocchio et al., 2020) . Briefly, sections were blocked with PBS-Triton (PBST) 0.3 % and 10 % 591 

normal donkey serum (NDS), and incubated with a mix of up to three primary antibodies 592 

simultaneously diluted in PBST with 1 % NDS overnight at room temperature with the following 593 

primary antibodies: rabbit anti-dsRed (1:1000; Clontech, AB_10013483), chicken anti-GFP (1:1000, 594 

Aves Labs, GFP-1020, AB_10000240), mouse anti-synaptotagmin-2 (1:100; Developmental Studies 595 

Hybridoma Bank, AB_2315626). After several washes, according to the mixture of primary 596 

antibodies, the following secondary antibodies were used: donkey anti-chicken Alexa 488 (1:500, 597 

SA1-72000), donkey anti-rabbit Alexa 555 (1:500, ThermoFisher, A31570), donkey anti-mouse 598 

Alexa 488 (1:500, ThermoFisher, A21202), donkey anti-mouse Alexa 647 (1:500, ThermoFisher, 599 

A31571). After Hoechst counterstaining, slices were mounted in Fluoromount. Epifluorescence 600 

images were obtained with a Zeiss AxioImager Z2 microscope coupled to a camera (Zeiss AxioCam 601 

MR3) with an HBO lamp associated with 470/40, 525/50, 545/25, and 605/70 filter cubes. Confocal 602 

images were acquired with a Zeiss LSM-800 system equipped with a tunable laser providing 603 

excitation range from 405 to 670 nm. For quantifying synaptotagmin-2, 11µm thick stacks were taken 604 

(z=1µm, pixel size=0,156µm) with the confocal microscope using a plan-Achromat 40x/1,4 Oil DIC 605 

objective. 606 

DATA PREPROCESSING 607 

Motion correction. Image series were motion corrected either by finding the center of mass of the 608 

correlations across frames relative to a set of reference frames (Miri et al., 2011) or using the 609 

NoRMCorre algorithm available in the CaImAn toolbox (Pnevmatikakis and Giovannucci, 2017) or 610 

both. 611 

Cell segmentation. Cell segmentation was achieved using Suite2p (Pachitariu et al., 2017). Neurons 612 

with pixel masks including processes (often the case for interneurons located in the stratum oriens) 613 

were replaced by soma ROI manually drawn in ImageJ and matched onto Suite2p contours map using 614 

CICADA (Calcium Imaging Complete Automated Data Analysis, source code available on Cossart 615 

lab GitLab group ID: 5948056). In experiments performed on GAD1
Cre/+ animals, tdTomato labelled 616 

interneurons were manually selected in ImageJ and either matched onto Suite2p contours map or 617 

added to the mask list using CICADA. 618 

Axon segmentation. Axon segmentation was performed using pyAMNESIA (a Python pipeline for 619 

analysing the Activity and Morphology of NEurons using Skeletonization and other Image Analysis 620 

techniques, source code available on Cossart lab GitLab group ID: 5948056). pyAMNESIA proposes 621 

a novel image processing method based on 3 consecutive steps: 1) extracting the axonal morphology 622 

of the image (skeletonization), 2) discarding the detected morphological entities that are not 623 



functional ones (branch validation), and 3) grouping together branches with highly correlated activity 624 

(branch clustering). To extract the skeleton, we first perform 3D gaussian smoothing and averaging of 625 

the recording, producing an image that summarizes it; on this image are then successively applied a 626 

histogram equalization, a gaussian smoothing, an adaptive thresholding, and finally a Lee 627 

skeletonization (Suen et al., 1994), allowing for the extraction of the skeleton mask and the 628 

morphological branches. To ensure the functional unity of the segmented branches, we only kept 629 

those that illuminated uniformly, where uniformity was quantified by the skewness of the pixel 630 

distribution of the branch during a calcium transient (branch validation). To cluster the valid branches 631 

based on their activity, we first extracted their average trace -- being the average image intensity along 632 

the branch for each frame -- and then clustered the branches traces using t-SNE and HDBSCAN 633 

algorithms with Spearman correlation metric (branch clustering). 634 

Cell type prediction. Cell type prediction was done using the DeepCINAC cell type classifier (Denis 635 

et al., 2020). We used imaging sessions from GAD1
Cre/+ mouse line injected with a viral mixture of 636 

AAV2.1-hSyn-GCAMP6s.WPRE.SV40 and AAV9-FLEX-CAG-tdTomato allowing us to manually 637 

identify in our recordings genetically labelled interneurons to train and test a cell type classifier. 638 

Overall we used 643 cells (245 labelled interneurons, 245 putative pyramidal cells and 153 noisy 639 

cells) to train the cell type classifier and 100 cells (38 labelled interneurons, 51 putative pyramidal 640 

cells and 11 noisy cells) to evaluate its performance. Briefly, a neuronal network composed of a 641 

convolutional neural network (CNN) and Long Short-Term Memory (LSTM) was trained using 642 

labeled interneurons, pyramidal cells and noisy cells to predict the cell type using 100 frames long 643 

movie patches centered on the cell of interest. Each cell was classified as interneuron, pyramidal cell 644 

or noise. Cells classified as ‘noisy cells’ were removed from further analysis. ‘Labelled interneurons’ 645 

were first kept in a separate cell type category and added to the interneurons list that were inferred 646 

with a 91 % precision. 647 

Activity inference. Activity inference was done using DeepCINAC classifiers (Denis et al., 2020). 648 

Briefly, a classifier composed of CNN and LSTM was trained using manually-labelled movie patches 649 

to predict neuronal activation based on movie visual inspection. Depending on the inferred cell type, 650 

activity inference was done using either a general classifier or an interneuron-specific classifier. 651 

Activity inference resulted in a (cells x frames) matrix giving the probability for a cell to be active at 652 

any single frame. We used a 0.5 threshold in this probability matrix to obtain a binary activity matrix 653 

considering a neuron as active from the onset to the peak of a calcium transient. 654 

Behavior. Piezo signals were manually analyzed in a custom-made graphical user interface (Python 655 

Tkinter) to label the onset and offset of ‘twitches’, ‘complex movements’ and ‘unclassified 656 

movements’. Twitches were defined as brief movements (a few hundred milliseconds-long) occurring 657 

within periods of rest and detected as rapid deflections of the piezo signal. ‘Complex movements’ 658 



were defined as periods of movement lasting at least 2 seconds. A few others detected movements 659 

could not be categorized based on their duration and occurence as twitches or complexe movements. 660 

These ones are referred to as ‘unclassified movements. These unclassified movements were excluded 661 

from the analysis when it is specified that complexe movements or twitches only were used but 662 

included in analysis when all kinds of movements were combined. Analysis of video tracking was 663 

done using CICADA and behavior was manually annotated in the BADASS (Behavioral Analysis 664 

Data And Some Surprises) GUI.  If camera frames were dropped during the acquisition the imaging 665 

session was excluded from any movement related analysis. 666 

Neurodata without border (NWB: N) embedding. For each imaging session, imaging data, behavioral 667 

data, cell contours, cell type prediction, calcium traces and neuronal activity inference were combined 668 

into a single NWB: N file (Rubel 2022). Our NWB: N data set is accessible on DANDI archive 669 

(https://gui.dandiarchive.org/#/) - ref DANDI:000219. NWB offers a common format for sharing, 670 

among others, calcium imaging data and analyzing them. Subsequently we developed an open-source 671 

python toolbox to analyze imaging data in the NWB format. 672 

MODELING 673 

Network implementation. We constructed a simple rate model and subsequently a more realistic 674 

spiking network in order to test our hypothesis that an increase in perisomatic inhibition could explain 675 

the switch in network dynamics between the first and second postnatal week. Both models consisted 676 

of one excitatory and one inhibitory population with recurrent interactions (Figure 5A, Appendix 1). 677 

The development of perisomatic innervation was simulated by increasing the strength from inhibitory 678 

to excitatory cells (JEI). The external input to the model was composed of a constant and a white noise 679 

term. To estimate the responses to twitch-like inputs, an additional feedforward input composed of 680 

short pulses was fed to the network. In the rate model, the rates represented the population averaged 681 

activities. The spiking network was constructed with Leaky Integrate and Fire (LIF) neurons. The 682 

network connectivity was sparse and each neuron received inputs from randomly selected neurons. 683 

Presynaptic spikes resulted in exponentially decaying postsynaptic currents (see Figure 5 Source 684 

data 1 for the model parameter values). All codes used for the modelling are available at 685 

https://gitlab.com/rouault-team-public/somatic-inhibition/, project ID: 33964849. 686 

DATA ANALYSIS 687 

Sample-size estimation. This study being mainly exploratory in the sense that the evolution of 688 

population activity in the CA1 region of the hippocampus during early development using large scale 689 

imaging has not been described before, we have not been able to use explicit power calculation based 690 

on an expected size effect.  691 



Histological quantifications. Confocal images of synaptotagmin-2 immunostaining were analyzed 692 

using RINGO (RINGs Observation), a custom made macro in Fiji. We first performed a max-intensity 693 

projection of the Z-stack images of the top 6 µm from the slice surface, then images were cropped to 694 

restrict the analysis to the pyramidal cells layer. Obtained images were denoised using Fiji “remove 695 

background” option and then by subtracting the mean intensity of the pixels within a manually drawn 696 

ROI in the background area (typically the cell body of a pyramidal neuron). Denoised images were 697 

then binarized using a max-entropy thresholding (Fiji option). Finally, particles with size between 0.4 698 

µm² and 4 µm² were automatically detected using the Fiji “Analyse particle” option. We then 699 

computed the proportion of the pyramidal cell layer (i.e., surface of the cropped region) covered by 700 

positive synaptotagmin-2 labelling. 701 

In vivo electrophysiology. The neuronal activity recorded from both hippocampi in vivo using a 64- 702 

channel amplifier (DIPSI, France) was analyzed post-hoc. Firstly, data was down sampled to 1 kHz to 703 

save disc space. The local field potential (LFP) was band-passed (2-100 Hz) using the wavelet filter 704 

(Morlet, mother wavelet of order 6) and the common reference was subtracted to exclude the bias 705 

produced by volume conducted fluctuations of LFP. Sharp Wave events (SWs) were detected using a 706 

threshold approach. Firstly, LFP was band passed (2-45 Hz) and the difference between lfp recorded 707 

in the strati oriens, pyramidale and radiatum was calculated. Events were considered as SWs if: i) 708 

LFP reversion was observed in the stratum pyramidale, ii) their peak amplitude in the resulting trace 709 

exceeded the threshold of 4 standard deviations calculated over the entire trace (the threshold 710 

corresponds to p values below 0.01). The occurrence rate of SW was calculated over the entire 711 

recording and normalized to 1 min. SW co-occurrence was also calculated by cross correlating the 712 

SW timestamps from ipsilateral and contralateral hippocampi using a bin size of 10 milliseconds. 713 

Spectral analysis was carried out using the Chronux toolbox (Chronux, toolbox, 2010). Spectral 714 

power was estimated using direct multi-taper estimators (3 time-bandwidth product and 5 tapers). 715 

Statistics for in vivo electrophysiology. Group comparisons were done using non parametric 716 

Wilcoxon rank sum test for equal medians, p-value of 0.05 was considered significant. Variability of 717 

the estimates was visualized as shaded bands of standard deviation computed using jackknife. 718 

Vigilance state determination in neonatal mice. All analysis of EMG data was completed using 719 

custom scripts in MATLAB (Cossart lab Gitlab, group ID 5948056 Project ID: 36204799). For each 720 

experiment, the raw EMG data was first down sampled to 1000 Hz and subsequently high-pass 721 

filtered at 300 Hz and rectified. The processed data was then plotted to allow for manual inspection. 722 

Consistent with prior reports (Mohns and Blumberg, 2010), the data was primarily composed of 723 

alternating periods of high EMG tone (referred to as wakefulness) associated with ‘complex’ 724 

movements as well as periods of low EMG tone associated with a general behavioral quiescence and 725 

the presence of periodic brief myoclonic twitches (referred to as ‘active sleep’ due to the frequent 726 



observation of muscle twitches (Mohns and Blumberg, 2010). For vigilance state determination, we 727 

therefore utilized a protocol similar to that described previously (Rio-Bermudez et al., 2015). For both 728 

the ‘high’ and ‘low’ EMG tone conditions, 5 periods, each 1 s in duration, were first sampled from 729 

locations spread out over the entire recording length. Data from the samples were then pooled for each 730 

condition and the average value of the rectified signal was determined. Next, the midpoint between 731 

the average rectified signal values calculated for the ‘high’ and ‘low’ EMG tone conditions was 732 

determined for subsequent use as a threshold to separate periods of non-wakefulness (below the 733 

midpoint threshold value) from periods of wakefulness (above the midpoint threshold value), while 734 

the quarter point between these two values was calculated to further separate periods of non-735 

wakefulness into active sleep (below the quarter point threshold value) or a sleep-wake transitory state 736 

(above the quarter point threshold value but below the midpoint threshold value). Once these 737 

thresholds were determined, the entire length of data was divided into 1 s non-overlapping bins and 738 

the average filtered rectified EMG signal was determined for each. A hypnogram was then created by 739 

automatically applying the threshold-derived criteria to the binned averaged data. Data bins scored as 740 

being active sleep were further analyzed to determine the presence of muscle twitches; this was 741 

accomplished by automatically identifying data points with values exceeding the mean + 5 x standard 742 

deviation value determined from the low EMG tone representative samples. As a final step, the 743 

hypnogram and filtered rectified EMG signal data were plotted and manually inspected to ensure the 744 

accuracy of results. The hypnogram was then incorporated in the final NWB:N file to serve in the 745 

definition of the epochs of wakefulness and active sleep. 746 

Analysis of calcium imaging data in the NWB format using CICADA. Analysis was performed 747 

using CICADA (Cossart lab Gitlab, group ID 5948056, Project ID: 14048984), a custom-made open-748 

source python toolbox allowing for the automatic analysis of calcium imaging data in the NWB: N 749 

format. CICADA offers a user-friendly graphical user interface allowing the user i) to select the NWB 750 

files of the recording sessions to include in a given analysis, ii) to select the analysis to run and set up 751 

the parameters iii) to generate result tables and/or ready to use figures.  In addition, each analysis run 752 

in CICADA generates a configuration file that can be loaded in CICADA with the option ‘Load a set 753 

of parameters’ allowing for the replication of the analysis. CICADA can be installed following the 754 

installation guidelines presented at https://gitlab.com/cossartlab/cicada. 755 

Calcium transient frequency analysis.  Analysis launched from CICADA ‘Transient’s frequency’ 756 

analysis. The transient frequency for each cell was computed using the count of calcium transient 757 

onsets divided by the duration of the recording and was then averaged across all cells imaged in one 758 

given mouse pup across one or more imaging sessions. 759 

Synchronous Calcium Event (SCE) detection. Analysis launched from CICADA ‘SCE description’ 760 

analysis. SCEs were defined as the imaging frames within which the number of co-active cells 761 



exceeded the chance level as estimated using a reshuffling method. Briefly, an independent circular 762 

shift was applied to each cell to obtain 300 surrogate raster plots. We computed the 99th percentile of 763 

the distribution of the number of co-active cells from these surrogates and used this value as a 764 

threshold to define the minimal number of co-active cells in a SCE. Peak of synchrony above this 765 

threshold separated by at least 5 imaging frames (500 ms) were defined as SCE frames. To compute 766 

the percentage of transients within SCEs we counted, for each cell, the number of its calcium 767 

transients (from onset to peak) crossing SCE frames and divided it by its total number of calcium 768 

transients. We averaged the obtained values over all the cells imaged per animal. 769 

Peri-Movement-Time-Histograms (PMTH). Analysis launched from CICADA ‘Population level 770 

PSTH’ analysis. A 20-second-long time-window centered on movement onset was used. For each 771 

movement within an imaging session, the number of cells activated or the sum of all cells 772 

fluorescence was calculated for each time bin in that 20 seconds long window. We obtain as many 773 

values as movements per time bin; for each individual imaging session the 25th, the median and 75th 774 

percentiles of the distributions of these values per time bin are computed and divided by the number 775 

of imaged cells. To display the percentage of active cells at a given time bin, these values were 776 

multiplied by 100. To combine imaging sessions in an age group (i.e. P5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) all the 777 

median PMTHs from individual imaging sessions belonging to the given group were stacked and we 778 

represented at each time bin the 25th percentile, the median and the 75th percentile value of these 779 

median PMTHs. To evaluate chance level around movement onsets, 500 surrogate raster plots per 780 

imaging session were computed, and the above procedure was used to obtain chance level in each 781 

imaging session and then grouped. To obtain each surrogate raster plot, the activity of each imaged 782 

cell was translated by a randomly selected integer (between 1 and the total number of frames). We 783 

used the 95th percentile of the surrogate PMTH to conclude on significant activation and the 5th 784 

percentile to conclude on significant activity reduction. PMTH obtained from fluorescence signals 785 

were built from DF/F calcium traces. 786 

Movement-related inhibition. Analysis launched from CICADA ‘Activity ratio around epochs’ 787 

analysis. A 4 seconds long window centered on the onset of movements was used. The total number 788 

of cells activated during this time period was calculated. If less than 40 % of these cells were activated 789 

within 2 seconds following movement onset, the movement was classified as an ‘inhibiting’ 790 

movement. This procedure was applied to all detected movements to obtain for each mouse pup the 791 

proportion of ‘inhibiting’ movements. 792 

Movement- and immobility-associated cells. Analysis launched from CICADA ‘Epoch associated 793 

cells’ analysis. The number of transients per cell occurring during movement or immobility was 794 

calculated. These transient onsets were then circularly shifted 100 times and the same calculation was 795 

performed on each roll. We used the 99th percentile of this distribution as a threshold above which the 796 



cell was considered as associated with movement or immobility. Finally, the proportion of cells 797 

associated with rest or immobility was calculated for each imaged mouse. 798 

Statistics. Statistical tests were performed using GraphPad (Prism).  799 

FIGURE LEGENDS:  800 

Figure 1: Evolution of CA1 dynamics during the first two postnatal weeks 801 

(A). Schematic of the experimental timeline. On postnatal day 0 (P0), 2µL of a non-diluted viral 802 

solution were injected in the left lateral ventricle of mouse pups. From five to twelve days after 803 

injection (P5-P12), acute surgery for window implantation above the corpus callosum was performed 804 

and followed by 2-photon calcium imaging recordings. Top panel: Four example recordings are 805 

shown to illustrate the imaging fields of view in the stratum pyramidale of the CA1 region of the 806 

hippocampus (scale bar: 100 µm). Middle panel: Contour maps showing the cells detected using 807 

Suite2p in the corresponding fields of view. Bottom panel: Raster plots inferred by DeepCINAC 808 

activity classifier, showing 300 randomly selected cells over the first 5 minutes of recording obtained 809 

for these imaging sessions (P5, P7, P10, P12, see full raster plots for these imaging sessions in Figure 810 

1 - figure supplement 1D). In the raster plot from the P5 mouse the blue rectangle illustrates one 811 

synchronous calcium event (SCE). Scale bar for time is 1 min. CICADA configuration files to 812 

reproduce example rater plots and cell contours are available in Figure 1 - Source Data 1. (B). 813 

Evolution of the ratio of calcium transients within SCEs over the total number of transients across 814 

age. Each dot represents a mouse pup and is color coded from light gray (P5) to black (P12), the open 815 

blue circles represent the median of the age group. The red line represents the linear fit of the data 816 

with r2=0.78, p<0.0001 (N=32 pups). Results to build the distribution as well as CICADA 817 

configuration file to reproduce the analysis are available in Figure 1 - Source Data 1.  (C). Evolution 818 

of the number of transients per minute across the first two postnatal weeks. Each dot represents the 819 

mean transient frequency from all cells imaged in one animal and is color coded from light gray (P5) 820 

to black (P12). The red line represents the nonlinear fit (4th order polynomial, least squares method) 821 

of the data with r2=0,30 (N=32 pups). The open blue circles represent the median of the age group. 822 

Results to build the distribution as well as CICADA configuration file to reproduce the analysis are 823 

available in Figure 1 - Source Data 1. 824 

 825 

Figure 2: Linking CA1 dynamics to movement during the first two postnatal weeks. 826 

(A). Peri-Movement-Time-Histograms (PMTH) representing the percentage of active cells centered 827 

on the onset of the mouse movements. The dark line indicates the median value, the two thick grey 828 

lines represent the 25th and 75th percentiles from the distribution made of all median PMTHs from the 829 



sessions included in the group. Overall are included: P5: N=4, n=8, P6: N=3, n=5; P7: N=5, n=12; P8: 830 

N=5, n=8; P9: N=5, n=11; P10: N=1, n=1; P11: N=1, n=1; P12: N=5, n=7 (N: number of mice, n: 831 

number of imaging sessions). In all panels, the thin straight gray lines represent the 5th percentile, the 832 

median and the 95th percentile of the distribution made of all median PMTHs resulting from surrogate 833 

raster plots from the sessions included in the group. Black stars indicate that the median value is 834 

above the 95th percentile or below the 5th percentile from the surrogates. Results to build the PMTH 835 

as well as CICADA configuration file to reproduce the analysis are available in Figure 2 - Source 836 

Data 1. (B). Distribution of post-movement activity across age. Each boxplot is built from all detected 837 

movements for the given age group. Whiskers represent the 5th and 95th percentiles with post-838 

movement activity falling above or below represented as small dots. The average post-movement 839 

activity observed for each mouse pup is represented by the large dots color coded from light gray (P5) 840 

to black (P12). The red area illustrates the movement falling in the category of ‘inhibiting’ 841 

movements. P5:4 mice, 1519 movements, P6: 3 mice, 766 movements, P7: 5 mice, 2067 movements, 842 

P8: 5 mice, 1105 movements, P9: 5 mice, 1272 movements, P10: 1 mouse, 83 movements, P11: 1 843 

mouse, 57 movements, P12: 3 mice, 493 movements. Global effect of age was found significant 844 

(Anova, 8 groups, F=107.7, p-value<0.0001). Comparison between age groups shows that except all 3 845 

possible pairs made of P10-P11-P12 and the P8-P9 pair, all pairs were significantly different (p-846 

value<0.005, post hoc Bonferroni’s multiple comparison test). Results to build the distributions as 847 

well as CICADA configuration file to reproduce the analysis are available in Figure 2 - Source Data 848 

1. (C). Distribution of the proportion of ‘inhibiting’ movements across age. Each dot represents a 849 

mouse pup and is color coded from light gray (P5) to black (P12). The open blue circles represent the 850 

median of the age group. The red line shows a sigmoidal fit with V50=9.015, r2=0.75 (least squares 851 

method). Results to build the distribution as well as CICADA configuration file to reproduce the 852 

analysis are available in Figure 2 - Source Data 1. (D). Distribution of the proportion of significatively 853 

immobility-associated cells as a function of age. Each dot represents a mouse and is color coded from 854 

light gray (P5) to black (P12). The open blue circles represent the median of the age group. The red 855 

line shows a sigmoidal fit with V50=9.022, r2=0.55 (least squares method). Results to build the 856 

distribution as well as CICADA configuration file to reproduce the analysis are available in Figure 2 857 

- Source Data 1. 858 

 859 

Figure 3: Differential recruitment of CA1 glutamatergic and GABAergic neurons 860 

(A). Top panel: Imaged field of view and associated raster plot from an example imaging session in 861 

the stratum pyramidale from one P5 Gad1
Cre/+ mouse pup (scale bar = 100µm). Imaged neurons 862 

expressed GCaMP6s. Interneurons were identified by the Cre-dependent expression of the red 863 

reporter tdTomato. In the raster plot neurons are sorted according to their identification as pyramidal 864 



cells (black) or interneurons (red), vertical gray lines indicate movements of the mouse. Scale bar: 60 865 

seconds. Bottom panel: PMTHs for pyramidal cells and interneurons combining all imaging sessions 866 

from mice aged between P5 and P8 (N=17 mice, n=33 imaging sessions). The dark line indicates the 867 

median value and the thick grey lines represent the 25th and 75th percentiles from the distribution made 868 

of all median PMTH obtained from the sessions included in the group. Thin gray lines represent the 869 

5th, median and 95th from the distribution made of all median PMTH obtained from surrogate raster 870 

plots from the sessions included in the group. Black stars indicate that the median value is above the 871 

95th percentile or below the 5th percentile from the surrogate dataset (B). Same as (A). But 872 

illustration is made with one P12 Gad1
Cre/+ mouse pup and PMTHs are built with all imaging sessions 873 

from pups aged between P10 and P12 (N=7 mice, n=9 imaging sessions). Note the presence of red 874 

labeled processes in the neuropil of the stratum pyramidale of P12 in contrast to P5. Results to build 875 

the PMTHs as well as CICADA configuration files to reproduce the analysis are available in Figure 3 876 

- Source Data 1. 877 

 878 

Figure 4: Emergence of perisomatic GABAergic innervation 879 

(A). Representative example confocal images of the CA1 region in a P7 (left) and a P11 (right) mouse 880 

pup. DAPI staining was used to delineate the stratum pyramidale (sp) from the stratum radiatum (sr) 881 

and stratum oriens (so, top row). Synaptotagmin-2 labeling (Syt2) is shown in the top and bottom 882 

rows. Illustrated examples are indicated by red dots in the associated quantification in (B). Scale bar= 883 

20 µm. (B). Fraction of the pyramidal cell layer covered by Syt2 positive labeling as a function of age. 884 

Each gray dot represents the average percentage of coverage from two images taken in the CA1 885 

region of a hippocampal slice. Open black dots are the average values across brain slices from one 886 

mouse pup. Blue arrows indicate the slices used for illustration in (A). A significant effect of age was 887 

detected (One-Way Anova, F=13.11, p=0.0005, 3 mice per age group). Multiple comparison test 888 

shows a significant difference between age groups (Bonferroni’s test, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p 889 

<0.001). (C). Averaged image of a field of view in the pyramidal cell layer of a P9 Gad1
Cre/+ mouse 890 

pup injected with a Cre-dependent Axon-GCaMP6s indicator (left) and the segmented image resulting 891 

from PyAmnesia (right). (D). PMTH showing the DF/F signal centered on the onsets of animal 892 

movement (N=3 mice, n=3 imaging sessions). The dark gray line indicates the median value from the 893 

surrogate. Results obtained from surrogates are represented by light gray lines. Black stars indicate 894 

that the median value is above the median from the surrogate. 895 

 896 

Figure 5: Modeling the effects of perisomatic inhibition on pyramidal cell response 897 



(A). The model consists of two populations, Excitatory (E) and Inhibitory (I) receiving feedforward 898 

input Iext. The interaction strengths, Jab represent the effect of the activity of population b on a. We 899 

study the effects of perisomatic inhibition on the activity of pyramidal cells by varying the parameter 900 

JEI (ie the number of I to E connections). For the rate model, the overall scale of the rates is arbitrary. For the LIF 901 

model, the parameters where tuned to match the percentages of active cells per experimental bin 902 

(100ms). (B). PMTH, response of excitatory neurons to pulse input in the rate model and LIF 903 

network. (C). Cross-correlations during periods of immobility, in experimental data (left), rate model 904 

(middle), and LIF network (right). In the rate model, dotted lines are the predicted correlation from 905 

the analytic expressions and solid lines are the results from numerical integration. In all the 906 

simulations, the signals were convolved with an exponential kernel of characteristic time 2s to 907 

account for GCamp6s decay time.  908 

 909 

Table 1 910 

Details on the 62 imaging sessions from the 35 mouse pups showing the number of cells recorded in 911 

each session and how they were used in the main figures. In main figure 3A, * shows mouse pups that 912 

are used for illustration. Y: included in the panel, N: not included. 913 

 914 

Table 1 – table supplement 1 915 

 Details on the 62 imaging sessions from the 35 mouse pups showing the number of cells recorded in 916 

each session and how they were used in the main figures. In main figure 3A, * shows mouse pups that 917 

are used for illustration. Y: included in the panel, N: not included. 918 

 919 

Figure 1 - figure supplement 1 920 

(A). Distribution of the number of cells imaged in each field of view as a function of age. Each dot 921 

represents a field view and is color coded from light gray (P5) to black (P12). The open blue circles 922 

represent the median of each group. No effect of age was observed on the number of imaged cells 923 

(Kruskal-Wallis test, 8 groups, KW stat =11.45, p-value = 0.12). (B). Quantification of the sleep wake 924 

cycle in 4 imaging sessions from 2 mouse pups (P5 and P6) (right panel) with one example of EMG 925 

recording and resulting hypnogram. Red rectangle represents an enlargement of 100s of recordings of 926 

nuchal EMG. (C). Top left panels: Example of the electrophysiological recording done in the ipsi 927 

(hippocampus with window implant) and contralateral (intact hippocampus) hippocampi. Use of 928 



multisite silicon probe allowed simultaneous recordings in different hippocampal layers (strati oriens 929 

(so), pyramidale (sp), radiatum (sr) and lacunosum moleculare (slm)). The eSW is marked by an 930 

asterisk. Second panel from the left: box plot displays the eSW occurrence. Each dot represents the 931 

eSW rate per minute in a mouse pup. Signed sum rank test (N=6), p-value=0,39. Box plots show 932 

median, the bottom and top edges of the box indicate the 25th and 75th percentiles, the whiskers 933 

extend to the most extreme data points not considered outliers. Top right panels: Cooccurrence of 934 

eSWs detected in both hippocampi. (Bottom panels). Developmental changes in power spectral 935 

density of the recorded LFP in the ipsi (hippocampus with window implant) and contralateral (intact 936 

hippocampus) hippocampi. Gray and black lines are the averages between the animals of P6-8 and 937 

P11 age ranges, respectively. Shading shows jackknife standard deviation. Note, presence of peak in 938 

theta frequency band (4-7 Hz) in P11 animals. (D). Raster plots from the imaging sessions used for 939 

illustration in Figure 1A, showing all cells over the full recording, scale bar is 2 minutes. (E). Average 940 

difference of neuron transient frequency per mouse between the first and the last quarters of each 941 

imaging sessions showing the stability over the recording. Each dot is an average per mouse (N=31). 942 

(F). Peri-Movement-Time-Histograms (PMTH) representing the percentage of active cells centered 943 

on the onset of the movements of the ipsilateral limbs (top panel) and contralateral limbs (bottom 944 

panel). The dark line indicates the median value, the two thick grey lines represent the 25th and 75th 945 

percentiles from the distribution made of all median PMTHs from the sessions included in the group 946 

(P5-8, N=5 mice, n=6 imaging sessions). Black star indicates that the median value is above the 95th 947 

percentile from the surrogates. 948 

 949 

Figure 2 - figure supplement 1 950 

(A). PMTHs grouped by age showing the evolution of the DF / F signal centered around movement 951 

onsets. The dark line indicates the median value, the two thick grey lines represent the 25th and 75th 952 

percentiles from the distribution made of all median PMTHs from the sessions included in the group. 953 

Black stars indicate that the median DF / F from the grouped sessions exceed the median DF / F from 954 

surrogate data. (B). PMTHs for each age group built on twitches only (top row) or on complex 955 

movements only (bottom row). Procedure to group sessions is similar to the one described in Figure 2 956 

(C).  PMTHs showing the evolution of the proportion of active cells (top row) or the DF / F signal 957 

(bottom row) for one P5 mouse pup (including 2 imaging sessions) combining all detected 958 

movements during REM sleep (‘P5 -REM’) or all detected movement during Wakefulness (‘P5 - 959 

AWAKE’). (D).  Definition of the post-movement activity. (E). Distribution of the proportion of cells 960 

significatively associated with movement as a function of age. Each dot represents a mouse pup and is 961 

color coded from light gray (P5) to black (P12). The open blue circles represent the median for each 962 

group. 963 



 964 

Figure 3 - figure supplement 1 965 

(A). Top row: confocal images taken from a 69 µm z-stack (z-step: 1.5 µm) of a brain slice from a 966 

Gad1
Cre/+ mouse pup injected with both AAV9-FLEX-tdTomato and AAV1.hSyn.GCaMP6s showing 967 

the co-infection between tdTomato and GCaMP6s in hippocampal interneurons. Bottom row: 968 

maximum intensity projections of the example z-stack showed in (A). On the maximal intensity 969 

projection from tdTomato signal white arrows indicate interneurons not expressing GCaMP6s, gray 970 

arrows indicate interneurons expressing GCaMP6s. The proportion of tdTomato cells expressing 971 

GCaMP6s is shown on the plot for each layer of the region CA1 of the hippocampus. The proportion 972 

of tdTomato cells expressing GCaMP6s in vivo not only take into account the co-expression of the 973 

two but represent the proportion of tdTomato cells having a GCaMP6s signal that was not classified 974 

as ‘noise’ explaining the relatively low proportion in comparison with the observed co-infection rate. 975 

Scale bars= 50 µm. (B). Two photon calcium imaging field of view (FOV) from P7 Gad1
Cre/+ mice 976 

co-infected with ubiquitous GCaMP6s and Cre-Dependant tdTomato viruses. Top left panel shows 977 

averaged FOV from tdTomato labelled GABAergic neurons. Middle panel shows averaged FOV for 978 

GCaMP6s labelling. Dark red arrows indicate labelled interneurons. Light red arrows indicate inferred 979 

interneurons. Right panel, shows the contour map for GCaMP6s FOV with color coded interneurons. 980 

(C). Reproduced from Denis et al., 2020, breakdown of the number of cells predicted in each category 981 

compared to the ground truth. (D). Evolution of the number of transients per minute observed in 982 

‘labelled’ interneurons and ‘inferred’ interneurons from P5 to P12. Each dot represents the average 983 

obtained from one mouse and is color coded from light gray (P5) to black (P12). Filled dots represent 984 

‘inferred’ interneurons, open dots represent ‘labelled’ interneurons. (E). PMTHs combined all 985 

imaging sessions between P5 and P12 (N=15 mice, n=24 imaging sessions showing the activation 986 

after movement of both ‘labelled’ and ‘inferred’ interneurons using the DF / F signal. Black stars 987 

indicate that the median value is above the 95th percentile or below the 5th percentile from the 988 

surrogates. In the cases of DF/F, black stars indicate that the median value is above the median from 989 

the surrogate. 990 

 991 

Figure 3 - figure supplement 2 992 

 (A): PMTHs for pyramidal cells and interneurons combining all imaging sessions from mice aged 993 

between P5 and P8 (N=17 mice, n=33 imaging sessions).  The dark line indicates the median value 994 

and the thick grey lines represent the 25th and 75th percentiles from the distribution made of all 995 

median PMTH obtained from the sessions included in the group. Thin gray line represents the median 996 



from the distribution made of all median PMTHs obtained from surrogate raster plots from the 997 

sessions included in the group. Black stars indicate that the median value is above or below the 998 

median from the surrogates (B). Same as (A). But PMTHs are built with all imaging sessions from 999 

pups aged between P10 and P12 (N=7 mice, n=9 imaging sessions). Black stars indicate that the 1000 

median value is above or below the median from the surrogates. 1001 

 1002 

Figure 3 - figure supplement 3 1003 

(A). Experimental timeline used to investigate the inputs received by pyramidal cells (Emx1Cre mice) 1004 

and interneurons (GAD1 mice) during the first postnatal week (early group). At P0 and P5 we injected 1005 

the helper virus AAV1-hSyn-FLEX-nGToG-WPRE3 and the rabies SAD-B19-RVdG-mCherry into 1006 

the hippocampus of Gad1
Cre/+ (Figure 3B) mice and Emx1

Cre/+ mice (Figure 3C) respectively. Brains 1007 

are next collected for histological/anatomical analysis at P9. (B). Confocal images from early group 1008 

Gad1
Cre/+ mice showing the injection sites in the dorsal hippocampus on sagittal slices at lower 1009 

magnification (top left, scale bar= 1 mm), and higher magnification (top right, scale bar=100 µm). 1010 

Primo infected cells are labelled in green, the starter cell indicated by the arrow shows co-expression 1011 

of the helper virus (green) and rabies virus (red). Presynaptic cells, labelled only in red, are localized 1012 

in the entorhinal cortex (bottom left, scale bar= 1 mm) and in the medial septum (bottom right, scale 1013 

bar= 1 mm). Hpc= Hippocampus; Ent. Ctx= Entorhinal Cortex; MS= Medial Septum (C). same as in 1014 

(B) but for Emx1Cre mice. Scale bars from top left to bottom right: 200 µm, 100 µm, 500µm, 100 µm 1015 

and 500 µm. Middle bottom image is a higher magnification of the bottom left panel. (D). Same as in 1016 

(A) but for the late group (P9-P13). (E). Same as in (B) but for the late group. Scale bars from top left 1017 

to bottom right: 1 mm, 100 µm, 1 mm and 1mm. (F). Same as in (C) but for the late group. Scale bars 1018 

from top left to bottom right: 200 µm, 100 µm, 500µm, and 500 µm. 1019 

 1020 

Figure 4 - figure supplement 1.  1021 

(A). 2-photon calcium images of tdTomato signal from 3 consecutives z-step in the stratum oriens 1022 

(top row) and stratum pyramidale (bottom row) in Gad1
Cre/+ mouse pups injected with AAV9-FLEX-1023 

tdTomato. (B). Three different zstep from the same 2-photon FOV (P6 Gad1
Cre/+ infected with 1024 

pAAV-hSynapsin1-FLEx-axon-GCaMP6s). In the middle panel the white dashed line shows the 1025 

delimitation between stratum oriens and stratum pyramidale. 1026 

 1027 

Figure 5 – figure supplement 1 1028 



(A). Movement duration histograms. These histograms were fit by log-normal distributions. For the 1029 

P5-8 datasets, the mean and standard deviation of the logarithm of the duration were respectively: 1030 𝜇 = −0.37  and 𝜎 = 0.64. For the P9-12 datasets, they were: µ=-0.05 and 𝜎 = 0.86. In the 1031 

simultation, they were chosen to be: µ=-0.2  and 𝜎 = 0.8. (B). PMTHs of the interneurons predicted 1032 

by the rate and LIF models. (C). Auto-correlagrams of the activity for the pyramidal cells and 1033 

interneurons. 1034 

 1035 

Video 1036 

Video 1-3: Three examples of calcium imaging movies from P5 mouse pups centered on the onset of 1037 

a twitch. The twitch is indicated by T on the upper left corner of the movie. Imaging 2 times speed up. 1038 

Video 4-6: Three examples of calcium imaging movies fromP12 mouse pups centered on the onset of 1039 

a complex movement. The complex movement is indicated by M on the upper left corner of the 1040 

movie. Imaging 2 times speed up. 1041 

Video 7: Calcium imaging movie from the FOV showed in the middle panel of Figure 4 - figure 1042 

supplement 1B. 1043 

 1044 

SOURCE DATA 1045 

Figure 1 - Source Data 1. Contains 3 folders. 1A: contains the 4 raw ‘.tiff’ files illustrating the field 1046 

of views and the CICADA configuration files necessary to plot the contours map and raster plots used 1047 

for the illustration. 1B: contain (in an ‘.xlsx’ file) the numerical data used to plot the evolution of the 1048 

transient in SCE and the CICADA configuration file necessary to reproduce the analysis. 1C: contain 1049 

(in an ‘.xlsx’ file) the numerical data used to plot the evolution of the transient per minute and the 1050 

CICADA configuration file necessary to reproduce the analysis. 1051 

Figure 2 - Source Data 1. Contains 4 folders. 2A: contain (in an ‘.xlsx’ file) the numerical data used 1052 

to plot all the PMTHs (in Figure 2A) and the CICADA configuration file necessary to reproduce the 1053 

analysis. 2B: contain (in an ‘.xlsx’ file) the numerical data used to plot Figure 2B and the CICADA 1054 

configuration file necessary to reproduce the analysis.  2C: contain (in an ‘.xlsx’ file) the numerical 1055 

data used to plot Figure 2C and the CICADA configuration file necessary to reproduce the analysis. 1056 

2D: contain (in an ‘.xlsx’ file) the numerical data used to plot Figure 2D and the CICADA 1057 

configuration file necessary to reproduce the analysis.  1058 



Figure 3 - Source Data 1. Contains 3 folders. ‘example_FoVs’: contains the ‘.tiff’ images used for 1059 

illustration in Figure 3. ‘example_raster_plots’: contains the 2 CICADA configuration files 1060 

necessary to reproduce the raster plots used for illustration in Figure 3. ‘psths’: contains (in an ‘.xlsx’ 1061 

file) the numerical data used to plot Figure 3 PMTHs and the CICADA configuration file necessary to 1062 

reproduce the analysis. 1063 

Figure 4 - Source Data 1. Contains 4 folders. 4A: contains ‘.tiff’ images used for illustration in 1064 

Figure 4A. 4B: contains the numerical data of the plot in Figure 4B. 4C: contains the CICADA 1065 

configuration file necessary to plot the contour map shown in Figure 4C. 4D: contains (in an ‘.xlsx’ 1066 

file) the numerical data used to plot Figure 4C PMTH and the CICADA configuration file necessary 1067 

to reproduce the analysis. 1068 

Figure 5 - Source data 1. Table of the model parameter values. 1069 
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Appendix 11

Perisomatic inhibition onto pyramidal neurons in CA1 is established during the early stages

of development. Firstly, we investigated the effect of perisomatic inhibition on response to

twitch-like inputs in a rate model. It allowed us to analytically characterize and compare the

changes in the dynamics of the model under the conditions of weak and strong inhibition.

Secondly, we show through numerical simulations that similar changes can be observed in a

more realistic spiking network model. We show that increasing the strength of perisomatic

inhibition in ourmodels can account for the experimentally observed decrease of responses

to twitch like feedforward inputs.

2

3

4

5

6

7

8

9

Rate model10

The ratemodel consists of twopopulations (Excitatory and Inhibitory)with interaction strengths

𝐽𝑎𝑏, (𝑎, 𝑏 ∈ 𝐸, 𝐼, 𝐽𝑎𝑏 > 0. They receive feedforward input of strengths 𝐽𝑎0 > 0, from an external

excitatory population with average firing rate 𝑟0. The rates 𝑟𝐸 , 𝑟𝐼 represent the population-

averaged activities. The time scale of their evolution is determined by 𝜏𝐸 and 𝜏𝐼 and follow:

(
�̇�𝐸

�̇�𝐼

)
=

(
−𝑟𝐸 ∕ 𝜏𝐸

−𝑟𝐼 ∕ 𝜏𝐼

)
+ 𝑓

((
𝐽𝐸𝐸 −𝐽𝐸𝐼

𝐽𝐼𝐸 −𝐽𝐼𝐼

)(
𝑟𝐸

𝑟𝐼

)
+

(
𝐽𝐸0

𝐽𝐼0

)
𝑟0

)
(1)

Where 𝑓 (𝑥) is the neuronal transfer function. We choose it to be threshold-linear, i.e., 𝑓 (𝑥) =

[𝑥]+. For positive 𝑥, the dynamics in matrix notation can be written as,

�̇� = (𝐉 − 𝐈 ∕ 𝜏)𝐫 + 𝐫𝟎 = 𝐌𝐫 + 𝐫0 (2)

The fixed point of this system is given by,

𝐫
∗ = −𝐌−1

𝐫0 (3)

Where,

𝑀−1 =
1

det(𝑀)

(
−𝐽𝐼𝐼 −

1

𝜏𝐼
𝐽𝐸𝐼

−𝐽𝐼𝐸 −𝐽𝐸𝐸 +
1

𝜏𝐸

)
(4)

det(𝑀) = 𝐽𝐸𝐼𝐽𝐼𝐸 − 𝐽𝐸𝐸𝐽𝐼𝐼 +
𝐽𝐼𝐼

𝜏𝐸
−

𝐽𝐸𝐸

𝜏𝐼
+

1

𝜏𝐸𝜏𝐼
(5)
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Linear stability32

The fixed point 𝐫∗ is stable to small perturbations if the real parts of all the eigenvalues of

the Jacobian matrix𝐌(𝐫∗) are negative. The eigenvalues can be expressed as,

𝜆± =
1

2

(
Tr(𝐌) ±

√
Tr(𝐌)2 − 4 det(𝑀)

)
(6)

where,

Tr(𝑀) = 𝐽𝐸𝐸 − 𝐽𝐼𝐼 −
1

𝜏𝐸
−

1

𝜏𝐼
(7)

Equivalently, the system is always stable if det(𝐌) > 0 and Tr(𝐌) < 0.

33
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36
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39

40

41

42

Requiring, 𝑟∗
𝑒
> 0 and 𝑟∗

𝑖
> 0 gives the conditions,

(𝐽𝐼𝐼 +
1

𝜏𝐼
)𝐽𝐸0 − 𝐽𝐸𝐼𝐽𝐼0 > 0 ⟹

𝐽𝐸0

𝐽𝐼0
>

𝐽𝐸𝐼

𝐽𝐼𝐼 + 1∕𝜏𝐼
(8)

𝐽𝐼𝐸𝐽𝐸0 − (𝐽𝐸𝐸 −
1

𝜏𝐸
)𝐽𝐼0 > 0 ⟹

𝐽𝐸0

𝐽𝐼0
>

𝐽𝐸𝐸 − 1∕𝜏𝐸

𝐽𝐼𝐸
(9)
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det(𝑀) > 0 gives,

−(𝐽𝐸𝐸 −
1

𝜏𝐸
)(𝐽𝐼𝐼 +

1

𝜏𝐼
) + 𝐽𝐸𝐼𝐽𝐼𝐸 > 0 ⟹

𝐽𝐸𝐼

𝐽𝐼𝐼 + 1∕𝜏𝐼
>

𝐽𝐸𝐸 − 1∕𝜏𝐸

𝐽𝐼𝐸
(10)

Combining the inequalities above gives the constraints for stable non-zero rates,

𝐽𝐸0

𝐽𝐼0
>

𝐽𝐸𝐼

𝐽𝐼𝐼 + 1∕𝜏𝐼
>

𝐽𝐸𝐸 − 1∕𝜏𝐸

𝐽𝐼𝐸
(11)
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47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

When the solutions are stable, small perturbations 𝛿𝐫 will decay to zero. Twitches can be

considered as perturbations around the fixed point. The transient response to such short

impulses can be expressed as 𝐫(𝑡) = 𝐶1 exp(𝜆+) + 𝐶2 exp(𝜆2)

58

59

60

For a system with external white noise, 𝜉(𝑡) as input we have:

�̇� = 𝐌𝐫 + 𝐫0 +
√
Σ 𝜉(𝑡) (12)

⟨𝜉(𝑡)⟩𝑡 = 0, ⟨𝜉(𝑡)𝜉(𝑠)⟩𝑡 = 𝛿(𝑡 − 𝑠) (13)

We set the off-diagonal elements to zero, i.e., Σ𝑖𝑗 = 0 if 𝑖 ≠ 𝑗. Let 𝛿𝐫(𝑡) = 𝐫(𝑡) − 𝐫∗, so the

linearized system is,

𝛿�̇� = 𝐌 𝛿𝐫 +
√
Σ 𝜉(𝑡)𝑑𝑡 (14)

61

62
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72

This can be seen as a 2D Ornstein-Ulenbeck process defined as:

𝐱(𝑡) = −𝐀𝐱(𝑡) 𝑑𝑡 + 𝐁 𝑑𝐖(𝑡) (15)

which is well documented (Gardiner, 1985, p 109-111) and we can immediately write down

the expression for the covariance matrix 𝐂(𝜏). With (𝐀 = −𝐌), we have:

𝐂(𝜏) = ⟨𝛿𝐫(𝐭)𝛿𝐫𝐓(𝐭 + 𝜏)⟩ = exp(−𝐀 𝜏) 𝜎 (16)

𝜎 =
det 𝐀𝚺 + [𝐀 − 𝐓𝐫(𝐀)𝟏]𝚺 [𝐀 − 𝐓𝐫(𝐀)𝟏]𝐓

2𝐓𝐫(𝐀) det(𝐀)
(17)
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78

79
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81

Spiking model: LIF network82

Excitatory and inhibitory neurons are modeled as Leaky Integrate and Fire (LIF) neurons.

The LIF network consists of𝑁𝐸 excitatory neurons and𝑁𝐼 inhibitory neurons with exponen-

tially decaying postsynaptic currents. Each neuron receives exactly 𝐾𝐸 excitatory and 𝐾𝐼

inhibitory inputs from randomly selected neurons in the network. And we assume that the

network is sparse i.e. 𝐾 ≪ 𝑁 . The evolution of the sub-threshold membrane voltage 𝑉 𝑎
𝑖
of

neuron 𝑖 in population 𝑎 ∈ {𝐸, 𝐼} is given by,

𝑑𝑉 𝑎
𝑖

𝑑𝑡
= −

𝑉 𝑎
𝑖

𝜏𝑚
+ 𝐼𝑠𝑦𝑛 + 𝐼𝑒𝑥𝑡 + 𝜂, 𝐼𝑠𝑦𝑛 =

∑

𝑏,𝑗

𝐽 𝑎𝑏

𝑖𝑗
𝑆𝑎𝑏

𝑗
(18)

𝑑𝑆𝑎𝑏
𝑗

𝑑𝑡
= −

𝑆𝑎𝑏
𝑗

𝜏𝑠𝑦𝑛
+
∑

𝑡𝑏
𝑗

𝛿(𝑡 − 𝑡𝑏
𝑗
) (19)

When the membrane voltage reaches the threshold, 𝑉threshold, it is reset to 𝑉reset . 𝜏syn is the

synaptic time constant, , 𝑡𝑏
𝑗
is the spike time of neuron (𝑖, 𝑏). The coupling strengths 𝐽 𝑎𝑏

𝑖𝑗
= 𝐽𝑎𝑏,

if there is a connection from neuron (𝑗, 𝑏) to (𝑖, 𝑎) and zero otherwise. The contribution of

external inputs is represented by 𝐼𝑒𝑥𝑡. 𝐼𝑠𝑦𝑛 represents the total synaptic currents due to

spikes. Spikes are modeled as delta functions.

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

2 of 3



If a neuron (𝑗, 𝑏) emits a spike at time 𝑡𝑏
𝑗
and projects to a post-synaptic neuron (𝑖, 𝑎),

this will result in a change of the membrane voltage 𝑉 𝑎
𝑖
of the post-synaptic neuron by an

amount 𝐽𝑎𝑏. The membrane voltage decays exponentially to its resting potential in a time

𝜏𝑚. Each neuron receives an independent gaussian white noise of amplitude 𝜂.

97

98

99

100

Simulations and data analysis101

The network simulations were conducted using custom code written in Python and C++ and

all the analysis was done in Python. We use the forward Euler method to solve the set of

coupled ODEs with a time step of 0.1ms.

102

103

104

Covariance105

Given a stationary stochastic process𝐗𝑡 withmean 𝜇𝑋 = 𝐄[𝑋𝑡], the autocovarince is given by,

𝐶𝑋𝑋(𝜏) = 𝐄
[(
𝑋𝑡 − 𝜇𝑋

) (
𝑋𝑡−𝜏 − 𝜇𝑋

)]
(20)

106

107

108

109

110

The covariance of 𝑋𝑡 with another process 𝑌𝑡 is defined as,

𝐶𝑋𝑌 (𝜏) = 𝐄
[(
𝑋𝑡 − 𝜇𝑋

) (
𝑌𝑡−𝜏 − 𝜇𝑌

)]
(21)

111

112

113

114

115

3 of 3







Figure 3

A

GCaMP / TdTomato

TdTomato TdTomato

P5 P12

GCaMP / TdTomato

B

0

1

2

3

4

0

2

4

6

8

10

12

0

1

2

3

4

0

2

4

6

8

10

12

Time (s)

-10 -5 0 5 10

Time (s)

-10 -5 0 5 10

Time (s)

-10 -5 0 5 10

Time (s)

-10 -5 0 5 10

Pyramidal cells Interneurons InterneuronsPyramidal cells

P5-8 P10-12

A
c
ti
v
e
 (

%
)

A
c
ti
v
e
 (

%
)

Time 

C
E

L
L
 (

#
)

C
E

L
L
 (

#
)

Time 

0

316

0

782

A
c
ti
v
e
 (

%
)

A
c
ti
v
e
 (

%
)

0 0

2020

* * * *



Figure 4

A

C

P7 P11

Averaged image Segmented imaged

sr sp so

Syt2 

DAPI 

Syt2 Syt2

sr sp so

Syt2 

DAPI 

sr sp so

sr sp so

B

P3 P5 P9 P11

2

3

Age
P7

0

1

S
yt

2
 S

P
 c

o
v
e
ra

g
e
 (

%
)

D

*

***

**

**

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

D
F

 /
 F

Time (s)
-10 -5 0 5 10

*





A

C

0

500

1000

1500
ns

Age

B

Im
ag

ed
 c

el
l /

 F
oV

 (
co

un
t)

D

C
E

LL
 (

#)
 

C
E

LL
 (

#)
 

C
E

LL
 (

#)
 

C
E

LL
 (

#)
 

A
ct

iv
e 

(%
)

0

20

A
ct

iv
e 

(%
)

0

20

A
ct

iv
e 

(%
)

0

20

A
ct

iv
e 

(%
)

0

20

0

316

0

486

0

486

0

650

P5 P7  

P10 P12

Ipsi limbs

-10 -5 0 5 10
0

2

4

6
Contra limbs

0

2

4

6

-10 -5 0 5 10

Time (s)

F

A
ct

iv
e 

(%
)

0

0.1

0.2

750 800 850 (s)

0 600 1200 1800
0

0.5

1

Awake
Quiet Sleep

REM
Twitches

E
M

G
 (

m
V

)

0 600 1200 1800 (s) REM QS AWK
0

20

40

60

80

100

%
 o

f r
ec

or
di

ng
 ti

m
e

*

(mV)

x10-2

0.5mV1s

so
sp
sr

slm

so
sp
sr

slm

ipsi

contra

0

4

8

eS
W

/m
in

Time (ms)

ns*

ipsi contra

Frequency (Hz)

P
ow

er
 (

m
V

2 /
H

z)

Frequency (Hz)

P
ow

er
 (

m
V

2 /
H

z)

4

3

2

1

0
0-100-200 100 200

0

1

2

3

4 x10-3

ipsi
contra

P6-8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0

1

2

3

4

0

5
x10-3

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

ipsi
contra

P11

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

D
iff

er
en

tia
l f

re
q 

(T
r/

m
in

)
Time (s)

E







Figure 3 – figure supplement 2
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Figure 3 – figure supplement 3
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Figure 4 – figure supplement 1
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1.3 Article expérimental : Leprince E, Dard R.F. et al 

Titre: “Extrinsic control of the early postnatal CA1 hippocampal circuits” 
Auteurs : Erwan Leprince‡, Robin F. Dard‡, Salomé Mortet, Caroline Filippi1 Marie Giorgi-Kurz, Pierre-
Pascal Lenck-Santini, Michel A. Picardo, Marco Bocchio2, Agnès Baude*, Rosa Cossart* 
Publication : BioRXiv. (2022). 

A- Résumé: 

Cette étude porte sur le rôle des afférences du thalamus ventro-médian et du cortex entorhinal sur la 
maturation de l’activité dans la région CA1 de l’hippocampe lors de la première semaine de vie post 
natale chez la souris. En combinant, in vitro, enregistrements électrophysiologiques, imagerie calcique 
et photo-stimulation cette étude démontre l’existence de connexions directes du thalamus ventro-médian 
et du cortex entorhinal vers l’hippocampe. Cette approche in vitro permet de décrire la connectivité entre 
ces régions au niveau cellulaire. Elle montre notamment que les entrées activatrices du cortex entorhinal 
sont intégrées de façon directe par les cellules pyramidales et interneurones du stratum lacunosum 

moleculare, et que les entrées activatrices du thalamus ventro-médian sont intégrées de façon directe 
par les interneurones du stratum lacunosum moleculare avec une répercussion sur les cellules de la 
couche pyramidale. Une fois la connexion entre ces deux régions et l’hippocampe clairement établie 
ainsi que les circuits la supportant décrits à l’échelle cellulaire, se pose la question de savoir si ces 
régions contribuent à l’activité du réseau de neurones de l’hippocampe. Pour répondre à cette question 
une approche in vivo a été développée. Dans un premier temps cette étude démontre, grâce à de 
l’imagerie calcique, que les entrées activatrices du thalamus ventro-médian et du cortex entorhinal dans 
le stratum lacunosum moleculare de la région de CA1 de l’hippocampe sont en effet actives de façon 
spontanée chez le souriceau éveillé. En conclusion, ces entrées activatrices peuvent donc contribuer à 
l’activité de la région CA1 de l’hippocampe. Dans un second temps cette étude teste, toujours grâce à 
l’imagerie calcique, l’effet d’une inhibition temporaire du thalamus ventro-médian ou du cortex 
entorhinal sur l’activité des cellules du stratum pyramidale. En décrivant l’impact sur la dynamique du 
réseau de CA1 chez le souriceau non anesthésié de l’inhibition de l’une ou de l’autre de ces régions cette 
étude établie la contribution du thalamus ventro-médian et du cortex entorhinal dans la dynamique du 
réseau de neurones de la région CA1 lors de la première semaine de vie chez la souris. Dans son 
ensemble cette étude permet donc de décrire les circuits cellulaires supportant les connexions du 
thalamus ventro-median et du cortex entorhinal vers l’hippocampe ainsi que leur contribution respective 
à la dynamique du réseau hippocampique lors du développement précoce chez la souris. 

B- Contributions : 

Au cours de ma thèse j’ai pu contribuer à cette étude à plusieurs niveaux. Ainsi j’ai été amené à 
développer en partie les scripts (sous Matlab) nécessaire à l’analyse des données d’imagerie calcique in 

vitro, à réaliser les chirurgies permettant l’imagerie calcique in vivo des afférences thalamiques et 
entorhinales dans le stratum lacunosum moleculare et permettant l’imagerie calcique in vivo de la 
couche pyramidale lors de l’inhibition du thalamus ou du cortex entorhinal. Enfin j’ai été amené à 
développer et à adapter la librairie d’analyses de CICADA aux besoins spécifiques de cette étude. 

C- Article : 

https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2022/06/04/2022.06.03.494656.full.pdf 
 

https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2022/06/04/2022.06.03.494656.full.pdf
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SUMMARY 

The adult CA1 region of the hippocampus produces coordinated neuronal dynamics 

with minimal reliance on its extrinsic inputs. In contrast, the neonatal CA1 is tightly 

linked to externally-generated sensorimotor activity but the circuit mechanisms 

underlying early synchronous activity in CA1 remain unclear. Here, using a 

combination of in vivo and ex vivo circuit mapping, calcium imaging and 

electrophysiological recordings in mouse pups, we show that early dynamics in the 

ventro-intermediate CA1 are under the mixed influence of entorhinal (EC) and thalamic 

(VMT) inputs. Both VMT and EC can drive internally-generated synchronous events ex 

vivo. However, movement-related population bursts detected in vivo are exclusively 

driven by the EC. These differential effects on synchrony reflect the different 

intrahippocampal targets of these inputs. Hence, cortical and subcortical pathways act 

differently on the neonatal CA1, implying distinct contributions to the development of 

the hippocampal microcircuit and related cognitive maps. 
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INTRODUCTION  

 

Cortical neurons are spontaneously active in a coordinated manner as they mature and 

integrate into functional networks (Blankenship and Feller, 2009; Cossart and Garel, 2022; 

Martini et al., 2021; Molnár et al., 2020). Spontaneous activity contributes to the progressive 

tuning of cells and circuits to function by adjusting initial genetic programs to the statistics of 

the environment and the body (Cossart and Garel, 2022). Given this major developmental role 

of early spontaneous neuronal activity, it is essential to understand the circuit mechanisms 

supporting its generation. These involve the interaction between local intracortical circuits and 

extrinsic inputs. This interaction between local and external drives can be reflected in the co-

existence of different types of network patterns supported by separate circuits (Allene et al., 

2008; Siegel et al., 2012).   

 

While the local and peripheral circuits involved in the generation of early spontaneous 

activity start to be well-elucidated in the developing sensory neocortex (Luhmann and 

Khazipov, 2017; Martini et al., 2021; Molnár et al., 2020), this is not yet the case for the 

hippocampus (Cossart and Khazipov, 2021). This stems from the combined difficulty to 

experimentally access this region with optical approaches allowing for local circuit dynamics 

mapping at cellular resolution, and to integrate the various external inputs it receives into a 

comprehensive framework. Within the hippocampus, the CA1 region is under the conjunctive 

influence of many extra-hippocampal brain regions, including the medial and lateral entorhinal 

cortices (EC) conveying spatial and non-spatial (e.g. sensory) information, as well as the 

nucleus reuniens from the higher order ventral midline thalamus (VMT), conveying information 

from the prefrontal cortex (Cassel et al., 2021; Ferraris et al., 2021; Vertes, 2015). Ex vivo 

early CA1 dynamics are dominated by so-called Giant Depolarizing Potentials (Ben-Ari et al., 

1989), largely relying on local GABAergic circuits for their generation (Bocchio et al., 2020; 

Wester and McBain, 2016). In vivo, early CA1 dynamics have been mainly described with 

extracellular electrophysiological recordings. They are dominated by early sharp waves 

(eSPWs), recently described as bottom-up events involving activation of the EC during 

myoclonic movements and a major sink in the stratum lacunosum moleculare (slm) indicating 

this CA1 sublayer as a significant site of excitation (Valeeva et al., 2019). In addition to 

interactions within the hippocampal formation, the link between movements and eSPWs may 

also involve subcortical pathways such as projections from the nucleus reuniens from the 

ventral midline thalamus directly to CA1, given that these: (i) like the EC, also provide a source 

of glutamatergic excitation terminating onto the slm, (ii) develop prior to intrahippocampal 

circuits, (iii) have a mild, but significant functional impact on the occurrence of hippocampal 
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theta bursts (Hartung et al., 2016), and convey important top-down information from the 

prefrontal cortex.  

 

 Here we have used a combination of ex vivo and in vivo circuit mapping with calcium 

imaging, optogenetics and chemogenetics to disentangle the respective contributions of EC 

and VMT inputs to the coordination of local CA1 dynamics at the end of the first postnatal 

week in mice. We show that both inputs can significantly modulate early CA1 dynamics 

recorded ex vivo and in vivo but differ in their distribution and preferred postsynaptic targets. 

While the EC most often directly triggers CA1 synchronization through large amplitude EPSCs 

onto CA1 pyramids, VMT inputs rather exert a modulatory indirect effect onto these cells. Still, 

the VMT can synchronize activity ex vivo through the almost exclusive activation of CA1 slm 

interneurons.  

 

 

MATERIALS AND METHODS 

  

MICE 

All experiments were performed under the guidelines of the French National Ethics 

Committee for Sciences and Health report on "Ethical Principles for Animal Experimentation" 

in agreement with the European Community Directive 86/609/EEC (Apafis #18-185 and #30-

959). We used wild-type SWISS mouse pups (C.E Janvier, France) for ex vivo experiments. 

For the in vivo experiments, we used mouse pups from the breeding of VGluT2-Cre (a gift 

from M. Esclapez; (Vong et al., 2011) or Emx1-Cre (a gift from A. de Chevigny; (Gorski et al., 

2002) mice with 7- to 8-weeks-old wild-type SWISS females (C.E Janvier, France). All efforts 

were made to minimize both the suffering and the number of animals used. 

  

EXPERIMENTAL PROCEDURES AND DATA ACQUISITION 

Viruses. Anterograde tracing experiments and excitatory opsin expression (Chronos) were 

achieved using AAV8-Syn-Chronos-tdTomato-WPRE-bGH (pAAV-Syn-Chronos-tdTomato 

was a gift from Edward Boyden (Addgene viral prep # 62726-AAV8 ; 

http://n2t.net/addgene:62726 ; RRID:Addgene_62726, (Klapoetke et al., 2014). Inhibitory 

DREADD expression was induced in a Cre-dependent manner using AAV9-hSyn-DIO-

hM4D(Gi)-mCherry (pAAV-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry was a gift from Bryan Roth 

(Addgene viral prep # 44362-AAV9; http://n2t.net/addgene:44362; RRID:Addgene_44362, 

(Krashes et al., 2011). Fluorescent protein mCherry expression was induced in a Cre-

dependent manner using AAV5-hSyn-DIO-mCherry (pAAV-hSyn-DIO-mCherry was a gift 

from Bryan Roth (Addgene viral prep # 50459-AAV5 ; http://n2t.net/addgene:50459 ; 
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RRID:Addgene_50459). In vivo calcium imaging experiments were performed using AAV1-

hSyn-GCaMP6s.WPRE.SV40 (pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40 was a gift from Douglas 

Kim & GENIE Project (Addgene viral prep #100843-AAV1; http://n2t.net/addgene:100843; 

RRID:Addgene_100843, (Chen et al., 2013), AAV9-hSyn-FLEX-axonGCaMP6s (pAAV-

hSynapsin1-axon-GCaMP6s was a gift from Lin Tian (Addgene viral prep # 112010-AAV9 ; 

http://n2t.net/addgene:112010 ; RRID:Addgene_112010, (Broussard et al., 2018) and AAV1-

CAG-tdTomato (pAAV-FLEX-tdTomato was a gift from Edward Boyden (Addgene viral prep # 

59462-AAV1 ; http://n2t.net/addgene:59462 ; RRID:Addgene_59462)). 

 

Virus injections. For P0 stereotaxic virus injections (AAV8-Syn-Chronos-tdTomato-WPRE-

bGH, AAV9-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry, AAV5-hSyn-DIO-mCherry or AAV9-hSyn-FLEX-

axonGCaMP6s) mouse pups were anesthetized by inducing hypothermia on ice and 

maintained on a dry ice-cooled stereotaxic adaptor (Stoelting, 51615) fixed to a stereotaxic 

frame with a digital display console (Kopf, Model 940). Under aseptic conditions, an incision 

was made in the scalp and the skull was exposed and gently drilled (Ball Mill, Carbide, #¼ 

.019”, 0.500 mm diameter, CircuitMedic). The ventral midline thalamus (VMT), the entorhinal 

cortex (EC) and the dorsal hippocampus (dHPC) were targeted by empirically determined 

coordinates, based on the Atlas of the Developing Mouse Brain (Paxinos et al., 2020). Using 

the transverse sinus and the superior sagittal sinus as references, VMT coordinates were 1.15 

mm anterior from the sinus intersection; 0.1 mm lateral from the sagittal sinus; 2.5 mm depth 

from the brain surface. The EC injection site was ~0.62 mm posterior from the sinus 

intersection; ~2.73 mm lateral from the sagittal sinus; at 2 mm depth from the brain surface. 

Finally, dHPC coordinates were 0.8 mm anterior from the sinus intersection; 1.5 mm lateral 

from the sagittal sinus; 1.1 mm depth from the brain surface. Ten or twenty nL of undiluted 

viral solution were delivered using a glass pipette pulled from borosilicate glass (3.5” 3-000-

203-G/X, Drummond Scientific) and connected to a Nanoject III system (Drummond 

Scientific). The tip of the pipette was broken to achieve an opening with an internal diameter 

of 30-40 μm. We injected 10 or 20 nL of AAV8-Syn-Chronos-tdTomato-WPRE-bGH in the 

VMT or the EC of SWISS mouse pups. Emx1-Cre mouse pups were injected in the EC or the 

dHPC with 10 nL AAV9-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry. VGluT2-Cre mouse pups were 

injected in the VMT with 10 nL of either AAV9-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry or AAV9-hSyn-

FLEX-axonGCaMP6s. 

The intracerebroventricular injection protocol was adapted from published methods 

(Kim et al., 2014); (Dard et al., 2022). Briefly, mouse pups were anesthetized by hypothermia. 

Emx1-Cre mouse pups were injected in the left lateral ventricle with 2 µL of a mixture of 

AAV2.1-hSynGCAMP6s.WPRE.SV40 and Fast Blue dye (1:20). VGluT2-Cre mouse pups 

were similarly injected with either the AAV2.1-hSynGCAMP6s.WPRE.SV40/Fast Blue dye 
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mixture or a AAV1-CAG-tdTomato/Fast Blue dye (1:20) mixture. To reach the ventricle, we 

injected in a position that was roughly two fifths of an imaginary line drawn between lambda 

and the left eye at a depth of 0.4 mm. Correct injection was verified by the spreading of the 

blue dye. 

At least five days were allowed for virus expression before recording procedures. 

 

Drugs. Solutions of SR95531 hydrobromide (Tocris, catalogue no. 1262/10) and NBQX 

disodium salt (Tocris, catalogue no. 1044/10) were made to final concentrations of 10 µM and 

20 µM, respectively. 

Clozapine N-oxide solution (CNO) was prepared at a final concentration of 1 mg/mL. 

Briefly, CNO (Tocris, Ref# 4936, 10mg) was dissolved in 5% DMSO and then diluted with 

saline solution (DPBS, 14190-144, Life Technologies) to reach 1 mg/mL CNO and 0.25% 

DMSO. Animals were injected once, before in vivo recordings, with 10 μL/g of this solution to 

reach the final dose of 10 mg/kg.  

  

Slice Preparation for ex vivo experiments. Horizontal hippocampal slices (400 µm thick) 

were obtained from 5 to 7-postnatal days old (P5–P7) Chronos-injected and non-injected 

(control) SWISS pups. Brains were sliced with a Leica VT1200 S vibratome in ice-cold 

oxygenated modified artificial cerebrospinal fluid containing (in mM): 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 

7 MgCl2, 5 CaCl2, 26 NaHCO3, 5 D-glucose, 126 CholineCl. Slices were left for one hour at 

room temperature in oxygenated ACSF containing (in mM): 126 NaCl, 3.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 

26 NaHCO3, 1.3 MgCl2, 2.0 CaCl2, and 10 D-glucose. 

  

Ex vivo 2-photon calcium imaging and optogenetics. Ex vivo 2-photon calcium imaging 

experiments were performed on injected and non-injected (control) SWISS pups’ slices using 

the calcium indicator Fura2-AM (Molecular Probes, F1221). Slices were incubated in the dark 

at 35-37 °C for 30 min within a small petri dish containing 2.5 mL of oxygenated ACSF with 

25 µL of a 1 mM Fura2-AM solution (in 96 % DMSO, 4 % pluronic acid). One hour later, slices 

were transferred to a recording chamber continuously perfused with oxygenated ACSF (3 

mL/min) at 35–37°C. Calcium imaging was performed with a multibeam multiphoton pulsed 

laser scanning system (LaVision Biotech) coupled to a microscope as previously described 

(Crépel et al., 2007). Images were acquired through a CCD camera, which typically resulted 

in a time resolution of 124 ms per frame. Slices were imaged using a 20X, NA 0.95 objective 

(Olympus). Imaging depth was on average 80 μm below the surface (range: 50–100 μm). 

Optogenetics stimulation was performed by sending a TTL signal generated with 

Clampex software and a 1440A Digidata (Molecular Devices) to a 488 µm OBIS laser 

(Coherent). The light pulses were delivered through an optic fiber placed above the CA1 
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stratum lacunosum moleculare (slm). Imaging acquisition was divided in 3 equal parts: (1) a 

baseline period with no light stimulation during which we recorded spontaneous activity of the 

CA1 region; (2) a stimulation period; (3) a recovery period with no light stimulation. The 

stimulation protocol consisted of the application of bursts of 3 light pulses (3 ms per light pulse) 

at 20 Hz. Bursts were repeated at 0.1 or 0.2 Hz.  

  

Patch clamp recordings and optogenetics in injected SWISS pups. Patch clamp 

recordings in injected SWISS pups’ slices were performed using a SliceScope Pro 1000 rig 

(Scientifica) equipped with a CCD camera (Hamamatsu Orca-05G). Slices were transferred 

to a recording chamber and continuously perfused with oxygenated ACSF (3 mL/min) at 

~35°C. Patch recording electrodes (4-8 MΩ resistance) were pulled using a PC-10 puller 

(Narishige) from borosilicate glass capillaries (GC150F-10, Harvard Apparatus) and filled with 

a filtered voltage clamp intracellular solution containing (in mM): 130 Cs-gluconate, 10 CsCl, 

0.1 CaCl2, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 Mg-ATP, 0.3 Na-GTP (pH 7.3 and ~280 mOsm), and 0.5 % 

biocytin. Electrophysiological signals were amplified (Multiclamp 700B), low-pass filtered at 

2.9 kHz, digitized at 5-20 kHz and acquired using a Digidata 1440A digitizer and pClamp 10 

software (all from Molecular Devices). 

An optoLED system (Cairn Research) consisting of two 3.5 WLEDs was used. The 

470 nm WLED coupled to a GFP filter cube was employed to stimulate Chronos expressing 

axons (3 ms-long light pulses). The white WLED coupled to an RFP filter cube was used to 

visualize the Chronos/tdTomato-expressing axons. Light was delivered using a 40× objective, 

leading to a light spot size of ~1 mm, which was able to illuminate the whole hippocampus. 

Visually guided patch clamp recordings, in whole-cell configuration, were made from 

randomly sampled CA1 slm putative GABAergic interneurons (slmINs) and random CA1 

pyramidal cells (PC) in the stratum pyramidale. Cell type identity was confirmed post-hoc 

based on morphological features (mainly the shape and location of the dendrites and axons, 

presence or absence of dendritic spines). To determine the nature of the VMT and EC inputs, 

one suprathreshold light pulse (0.5 – 1 mW/mm² for slmINs, 4 – 8 mW/mm² for PC) was 

applied to cells clamped at -75 mV and at 0 mV, the reversal potential for GABAergic and 

glutamatergic transmission, respectively. Since some of the slmINs showed monosynaptic 

GABAergic responses to stimulation of EC afferents, all the recording protocols for slmINs 

with EC stimulation were performed in the presence of the GABAA receptor blocker SR 95531 

hydrobromide. To measure the postsynaptic current amplitude and paired pulse ratio on 

slmINs, two pulses of light separated by 50 ms were applied on cells voltage-clamped at -75 

mV. To confirm the contribution of an AMPA-R component to the monosynaptic responses at 

-75 mV, suprathreshold light pulses were applied in the presence of NBQX disodium salt 

(Tocris, catalogue no. 1044/10). For NMDA/AMPA ratio (N/A ratio) on slmINs, the previous 
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stimulation protocol was repeated on the same cell voltage-clamped at +40 mV in the 

presence of the NBQX disodium salt. To measure the postsynaptic current amplitude of CA1 

PCs, one suprathreshold light pulse was applied on cells voltage-clamped at -75 mV. To 

quantify the polysynaptic responses of CA1 PCs during the stimulation of VMT inputs, 

recordings were divided in three periods: (1) a baseline period during which we recorded 

spontaneous postsynaptic currents; (2) a stimulation period; (3) a recovery period with no light 

stimulation. The one second time period following the first light pulse of the stimulation train 

(10 pulses total at 20Hz) was considered as the stimulation period. PCs were clamped at -75 

mV and at 0 mV. Then, polysynaptic responses on PCs were recorded at -75 mV in the 

presence of the GABAA receptor blocker, SR 95531 hydrobromide, during the light stimulation 

protocol of VMT afferents. For all protocols, sweeps were separated by a 20 s delay period to 

avoid the induction of plasticity and ensure stable responses. 

 

Surgery for CA1 in vivo extracellular electrophysiological recordings. Surgery was 

performed in mice aged between P5 and P8 under isoflurane anesthesia (2-4%). Before 

surgery, mice received a subcutaneous injection of buprenorphine (0,03mg/kg) and topical 

administration of lidocaine/prilocaine ointment (5%) on the scalp. During anesthesia, the scalp 

was removed and the skull cleaned. Two silver chloride wires, serving as ground and 

reference, were de-insulated at the tip for 1mm, placed between the skull and the dura above 

the posterior part of the auditory cortex, secured with cyanoacrylate glue (vetbond, 3M) and 

later fixed with dental cement. A 3 by 1 cm head bar was then fixed above the cerebellum and 

posterior visual cortex with dental cement, letting the areas above both hippocampi accessible. 

Craniotomies were then performed at the following coordinates with regards to Bregma: AP = 

1,3 mm and ML=1,5 mm between P5 and P6 or AP= 1,5 mm and ML= 1,7 mm between P7 

and P8. The dura at the craniotomy sites was then covered with surgical silicone adhesive 

(kwik-cast) for protection until recording time. Pups were then let to recover without anesthesia 

on a heating pad. 

Thirty minutes after surgery, pups were secured to the recording apparatus by fixing 

the head bar to the set-up. The rest of the body rested on a heating pad to maintain body 

temperature at 37ºC. CNO at a dose of 10 mg/kg was then injected subcutaneously. 

Throughout this period and the following experiment, pups were constantly monitored and fed 

with veterinary milk ad libitum. 

 

CA1 in vivo extracellular electrophysiological recordings. Before the recordings, the 

silicone adhesive was removed from the craniotomy and a 32-channel silicon probe 

(Buzsaki32, Neuronexus), coated with a red fluorescent marker (DiI, Sigma) was lowered in 

the dorsal CA1 until it reached the pyramidal layer (~1200 µm depth). The electrophysiological 
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signal from the electrodes was digitized and sampled at 30KHz, filtered (0.1 Hz- 6000 Hz) and 

multiplexed by a preamplifier (RHD-32 channel, Intan Technologies). It was then recorded 

synchronously with the analog signal from the Piezzo-electric sensors via an acquisition 

system (RHD2000_evaluation_system, Intan Technologies). Acquisition was controlled via 

the Open-Ephys (Siegle et al., 2017) graphical user interface. Recordings started 5 minutes 

after CNO injection and lasted for 1 hour. 

 

Surgery for CA1 in vivo 2-photon imaging. The surgery to implant a 3-mm-large cranial 

window above corpus callosum was performed as already described (Dard et al., 2022) and 

adapted from previous methods. Briefly, P6-P8 mice were anesthetized and maintained during 

the whole surgery with 1-3 % isoflurane in a mix of 90% O2-10% air. Body temperature was 

controlled and maintained at 36°C. Analgesia was controlled using buprenorphine (0.05 mg/ 

kg). After fixing a small custom-made headplate, the skull was removed, and the cortex was 

gently aspirated until the appearance of the external capsule. At the end of the cortex 

resection, we sealed a 3 mm-diameter glass circular cover glass (#1 thickness, Warner 

Instrument) attached to a 3 mm-diameter and 1.2 mm-high cannula (Microgroup INC) using 

KwikSil adhesive (WPI). The edge of the cannula was fixed to the skull with cyanoacrylate. 

We let the animal recover on a heated pad for at least one hour before the imaging experiment. 

Throughout this period and the following experiment, pups were constantly monitored and fed 

with veterinary milk ad libitum. 

 

CA1 in vivo 2-photon calcium imaging in mouse pups. Two sets of in vivo imaging 

experiments were performed: (1) calcium imaging of VMT axons in the CA1 slm area (VGluT2-

Cre mouse pups injected with AAV9-hSyn-FLEX-axonGCaMP6s in VMT and AAV1-CAG-

tdTomato in the left lateral ventricle), and (2) calcium imaging of the CA1 neurons in the 

stratum pyramidale with DREADD inhibition of VMT or EC (VGluT2-Cre or Emx1-Cre mouse 

pups injected with AAV9-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry, respectively, in the VMT or the EC, 

and AAV1-hSynGCaMP6s.WPRE.SV40 in the left lateral ventricle). Two-photon calcium 

imaging was performed on the day of the window implant using a single beam multiphoton 

pulsed laser scanning system (TriM Scope II, LaVision Biotech) coupled to a microscope as 

previously described (Villette et al., 2015). Images were acquired through a GaAsP PMT 

(H7422-40, Hamamatsu) using a 16X water immersion objective (NIKON, NA 0.8).  

For calcium imaging of VMT axons in CA1 slm region (1), imaging fields were located 

300 to 400 µm below the stratum pyramidale, i.e. 700 µm under the glass window. Using 

Imspector software (LaVision Biotech), the fluorescence signal from a 400 μm x 400 µm field 

of view (FOV) was acquired at approximately 2 Hz with a 6.7 μs dwell time per pixel (2 
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μm/pixel) or from a 300 µm x 300 µm FOV at approximately 1 Hz with a 0.4 μs dwell time per 

pixel (0.29 μm/pixel) 

For DREADD experiments (2), FOVs were selected to sample the intermediate CA1 

area and maximize the number of imaged neurons in the stratum pyramidale. FOVs of 400 

μm x 400 µm were acquired at approximately 8 Hz with a 1.8 μs dwell time per pixel (2 

μm/pixel). Ten-minute imaging blocks were performed for one hour following the 

subcutaneous injection of CNO, at a dose of 10 mg/kg, or saline solution (DPBS, 14190-144, 

Life Technologies). 

Simultaneously with imaging experiments, mouse pup motor behavior was monitored 

using two infrared cameras (Basler, acA1920-155um) positioned on each side of the animal. 

For each camera, a square signal corresponding to the exposure time of each frame from the 

camera was acquired and digitized using a 1440A Digidata and the Axoscope 10 software 

(Molecular Devices). 

The success rate of this experiment depends on the combined success of the P0 

stereotaxic virus injections and the window implant surgery. We performed this on 2 mice out 

18 for the VMT axons imaging experiments in the CA1 slm region and 11 mice out of 64 (EC: 

5/36; VMT: 6/28) for the DREADD experiments. 

  

Histological processing. For anatomical validation of the stereotaxic injections in VMT and 

EC, 50 µm brain slices from P7 mice injected either in EC or in VMT at P0 were processed as 

described previously (Dard et al., 2022). Briefly, under deep anesthesia (Domitor and Zoletil, 

0.9 and 60 mg/kg, respectively) pups were transcardially perfused with 4% paraformaldehyde 

(PFA) in 0.1M PBS (PBS tablets, 18912-014, Life technologies). Brains were post-fixed 

overnight at 4°C in 4% PFA in 0.1M PBS, washed in PBS, cryo-protected in 30% sucrose in 

PBS, before liquid nitrogen freezing. Brain slices were obtained by using a cryostat (CM 

3050S, Leica) and collected on slides. Then, they were processed for immunocytochemical 

labelling. Briefly, sections were bathed in PBS-0.3% Triton (PBST) and 10% normal donkey 

serum (NDS), then incubated overnight with the primary antibody rabbit anti-dsRed (1:1000 in 

PBST; Clontech, AB_10013483) at 4°C. After several washes with PBST, slices were 

incubated 2 hours at room temperature with a secondary antibody donkey anti-rabbit Alexa 

555 (1:500 in PBST, ThermoFisher, A31570). After Hoechst counterstaining, slices were 

mounted in Fluoromount and kept at 4°C until microscope acquisition. 

For the Emx1-Cre and VGluT2-Cre mice used for the in vivo experiments, brains were 

directly post-fixed overnight at 4 °C in 4% PFA in 0.1M PBS, washed in PBS, sectioned using 

a vibratome (VT 1200 s, Leica) into coronal 150 μm-thick slices and collected on slides. Then 

immunocytochemistry was performed as previously described to amplify mCherry signal. 
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For biocytin-filled patched cells, slices were fixed overnight at 4 °C in 4% PFA in 0.1M 

PBS, rinsed in PBS, cryo-protected in 30% sucrose in PBS, before freezing within liquid 

isopentane cooled with dry ice. Slices were incubated with 10% NDS in PBST and then in a 

mix containing streptavidin-488 (1:2000 in PBST) and primary antibodies rabbit anti-dsRed 

(1:2000 in PBST) for 5 days at room temperature. As described above, slices were then 

incubated 4 hours at room temperature with secondary antibody donkey anti-rabbit Alexa 555 

(1:500 in PBST) and mounted in Vectashield® with DAPI (H-1200, Vector).  

For brain tissue clearing, fixed brains from P7 mice injected with AAV8-Syn-Chronos-

tdTomato-WPRE-bGH either in EC or in VMT at P0 were used. We used Animal Tissue-

Clearing Reagent CUBIC kit (CUBIC-L [T3740] and CUBIC-R [T3741], Tokyo Chemical 

Industry). Briefly, fixed brains were incubated in a CUBIC-L solution diluted by half in distilled 

water (50 % CUBIC-L) at room temperature overnight. Then brains' lipids were removed by 

immersing them in pure CUBIC-L solution for 5 days at 37°C. The solution was changed every 

2 days. After 5 days, brains were washed in 0.1 M PBS solution for a whole day. Then, brains 

were incubated in a CUBIC-R solution diluted by half in distilled water (50 % CUBIC-R) at 

room temperature overnight and in the pure CUBIC-R solution until the acquisition within a 

24h delay.  

 

Image acquisition. Epifluorescence images were obtained with a Zeiss AxioImager Z2 

microscope coupled to a camera (Zeiss AxioCam MR3) with an HBO lamp associated with 

470/40, 525/50 and 545/25 filter cubes. Confocal images were acquired with a Zeiss LSM-800 

system equipped with a tunable laser providing an excitation range from 405 to 670 nm. For 

the analysis of the proximo-distal and radial distribution of VMT and EC inputs in CA1 region, 

5 µm thick stacks were taken from the surface (z=1 µm, pixel size=0.3 µm) with the confocal 

microscope using a Plan-Apochromat 20x/0.8 objective. For the analysis of EC inputs 

distribution in the CA1 region of patched-cell slices, tiles were acquired with the 

epifluorescence microscope using the ApoTome.2 module (Zeiss) focused on the patched -

cell soma using an EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27 objective. For the analysis of the number 

of contacts made by labelled thalamic or entorhinal afferents on biocytin filled CA1 slm 

GABAergic cells, confocal stacks centered on the soma and neurites of biocytin filled cells 

were acquired at constant resolution (0.065 μm/pixel) and z-step (0.5 μm) with a plan-

achromat 40x/1.4 oil using a 2,4x scan zoom. 

Whole cleared brain acquisitions were performed using the UltraMicroscope II 

(LaVision Biotec) coupled with a superK EXTREME (NKT photonics) Supercontinuum laser. 

Excitation wavelength was selected with band pass filters (470/40 and 560/40) and converted 

as a light sheet of 4 µm thickness. Two horizontal z-stacks, one for each hemisphere, were 
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taken with a 2x objective (NA: 0.5) plus a x0.63 optical zoom (spatial resolution: 4.52x4.52x4.6 

µm). Z-stacks were merged using the pairwise stitching plugin on Fiji. 

  

DATA PRE-PROCESSING 

 

Ex vivo 2-photon calcium imaging pre-processing. We used custom designed MATLAB 

software allowing for the segmentation and extraction of calcium traces from labelled cells. 

Because, for each light stimulation, 1 or 2 frames were saturated, we replaced the saturated 

frames by the 1 or 2 frames that preceded them. Then, onsets and offsets of calcium signals 

were detected using another custom designed MATLAB program (Bonifazi et al., 2009). 

Network synchronizations (GDPs) were detected as synchronous onsets peaks including 

more neurons than expected by chance, as previously described (Bonifazi et al., 2009). 

 

In vivo extracellular electrophysiological recordings pre-processing. Multi-unit activity 

(MUA) was detected from bandpass-filtered (300-6000 Hz; two successive zero-phase, 3rd  

and 5th order Chebychev filters, respectively) local field potentials (LFP) recorded from each 

channel. MUA action potentials were detected when the signal reached a threshold equal to 

4,5 times the estimated standard deviation from the signal distribution. Any activity that was 

detected simultaneously on more than four channels was considered as an artifact and 

discarded. MUA frequency across time was then estimated in 0.5 s bins; smoothed using a 30 

s moving average filter and normalized to the mean MUA frequency measured in the first 10 

minutes of recording.  

 

In vivo 2-photon calcium imaging data pre-processing.  

Motion correction. Image series were motion corrected using the NoRMCorre algorithm 

available in the CaImAn toolbox (Pnevmatikakis and Giovannucci, 2017).  

Cell segmentation. Cell segmentation was achieved using Suite2p (Pachitariu et al., 2017). 

Axonal branch segmentation was performed using Suite2p or Fiji (http://fiji.sc) where ROIs 

were manually defined. 

Cell type prediction. Cell type prediction was done using the DeepCINAC cell type classifier 

(Denis et al., 2020). Briefly, a neuronal network composed by CNN (Convolutional Neural 

Network) and LSTM (Long Short Term Memory) was trained using labelled GABAergic 

neurons, pyramidal cells and noisy cells to predict the cell type using 100 frames long movie 

patches centered on the cell of interest. Each cell was classified as GABAergic neuron, 

pyramidal cell or noise. Cells classified as ‘noisy cells’ were removed for further analysis. 

Activity inference. For 2-photon calcium imaging of the pyramidal cell layer, activity inference 

was done using DeepCINAC classifiers (Denis et al., 2020). Briefly, a classifier composed by 
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CNN and LSTM was trained using manually labelled movie patches to predict neuronal 

activation based on movie visualization. Depending on the inferred cell type, activity inference 

was done using either a general classifier or an interneuron specific activity classifier. Activity 

inference results in a “cells x frames matrix” giving the probability for a cell to be active at any 

single frame. We used a 0.5 threshold on this probability matrix to obtain a binary activity 

matrix considering a neuron as active from the onset to the peak of a calcium transient. 

For 2-photon calcium imaging of VMT axonal branches in the CA1 slm, ΔF/F was calculated 

and a Gaussian low-pass filter was applied to denoise the trace. Frames with z-movement 

were excluded from the traces to determine the calcium transients’ threshold. This threshold 

corresponded to the median of the free z-movements denoised trace plus 3 times its 

interquartile range. Significant transients were conserved if their onset was out of a z-

movement period.  

Behavior analysis. Analysis of video tracking was done using CICADA and behavior was 

manually annotated in the BADASS (Behavioral Analysis Data And Some Surprises) GUI 

(Denis et al., 2020). Based on the video tracking three categories of movements were 

described: complex movements, startles and twitches (irrespectively of the limb). 

Neurodata without border (NWB) embedding. To be analyzed, all of the preprocessed data 

were combined into a single NWB:N (Rübel et al., 2022) file per imaging session containing 

imaging data and metadata, cell contours, cell type prediction, neuronal activity inference and 

animal behavior. 

 

DATA ANALYSIS  

  

Ex vivo 2-photon calcium imaging and optogenetics analysis. The analysis of the 

photostimulation effect on network activity is based on the computing of Inter GDP Intervals 

(IGI) and stimulation-associated-GDPs. To establish whether the photostimulation of external 

inputs was able to influence the frequency of GDPs, we calculated the IGI during the 

photostimulation period and the non-stimulation periods (control). To assess whether a phasic 

light stimulation of the VMT or EC inputs was able to lock GDP occurrence within one second 

following the stimulation (same time window as previously used in (Bonifazi et al., 2009)), we 

counted the number of GDPs occuring within a 1 second time window after light stimulations. 

To evaluate whether the number of GDPs following light stimulations was higher than by 

chance, we compared this value to the 99th percentile of the distribution of the number of GDP 

following light simulation obtained from 1000 surrogates. 

 

Synchronous Calcium Event (SCE) detection in in vivo recordings. Synchronous Calcium 

Events were defined as the imaging frames in which the number of co-active cells exceeded 
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the chance level as estimated using a reshuffling method as described previously (Dard et al., 

2022). The SCE detection threshold, which corresponds to the minimal number of significantly 

co-active cells, was determined using the first ten minutes of the recording and applied to the 

other ten-minute imaging blocks. 

  

Patch clamp recordings and optogenetics analysis of ex vivo recordings. The analysis 

of the monosynaptic responses evoked by the light stimulation of EC or VMT inputs on CA1 

slm GABAergic neurons and pyramidal cells was performed using Clampfit 10 (Molecular 

Devices). We measured the delay between the onsets of the light pulse and the cell response 

and its amplitude. The paired pulse ratio (PPR) and the NMDA/AMPA ratio (N/A ratio) was 

calculated based on the amplitude measures. For the analysis of the polysynaptic responses 

evoked by the light stimulation train applied to external inputs, we used the TaroTools toolbox 

(https://sites.google.com/site/tarotoolsregister) for IgorPro (WaveMetric). This allowed us to 

extract the time stamps of the PostSynaptic Currents (PSCs). Then, the polysynaptic effect of 

the stimulation train was estimated with the Peri-Stimulus Time Histogram (PSTH) performed 

with a MATLAB custom-made script. 

  

Distribution of VMT and EC afferents in the CA1 region. Analysis of the anatomical 

distribution of VMT and EC putative axons in the CA1 area was performed on confocal or 

epifluorescence images using Fiji (http://fiji.sc). First, tissue auto-fluorescence was removed 

by subtracting the mean value of a square ROI placed on the CA3 region. For axonal density 

measurements along the radial axis, a line was drawn from the alveus to the hippocampal 

fissure in the middle of the CA1 region and the plot profile plugin was applied. For the axonal 

density measurement along the proximo-distal axis, the CA1 slm ROI was defined manually, 

straightened out and the plot profile was done along the proximo-distal axis. For each profile 

plot, the distance was given as a percentage relative to the maximal distance; the intensity 

profile was normalized to the peak. 

 

EC and VMT putative contacts onto CA1 slm neurons. Appositions between thalamic or 

entorhinal tdTomato positive axons and biocytin-filled somata and dendrites, considered as 

putative contacts, were counted manually throughout z-stacks using the multi-point tool plugin 

in Fiji (http://fiji.sc). The total red and green surface per cell was calculated as the sum of the 

red and green surfaces measured for each stack using the isodata threshold Fiji plugin. 

 

Statistics. Statistical tests were performed using GraphPad (Prism). We used either two-tailed 

Mann-Whitney, Student t-test or Welch t-test, depending on the results for normality and 

homoscedasticity tests, to compare data from axonal density experiments, ex vivo calcium 
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imaging and patch-clamp recordings. For in vivo 2-photon calcium imaging, cell transients 

frequency was compared between the 0-10 minutes and the 40-50 minutes using Wilcoxon 

test. The number of SCEs was compared between the two periods of the 3 experimental 

conditions (EC, VMT and Ctrl) using two-way ANOVA.  

 

 

RESULTS 

 

Spatial distribution of VMT and EC inputs onto the CA1 region at early postnatal stages 

The distribution of extra-hippocampal axons in the CA1 region has been described in 

adult mice. In particular, it is well established that VMT inputs target mainly the ventro-

intermediate part of CA1 (Hoover and Vertes, 2012). In order to determine the possible 

influence of VMT and EC inputs onto early CA1 dynamics, we first analyzed their distribution 

along the radial (in the CA1, from alveus to slm) and proximo-distal (in CA1 slm, from CA2 to 

subiculum) anatomical axes, in the ventro-intermediate CA1 region. To this aim, mouse pups 

were stereotactically injected with a virus expressing tdTomato (together with the fast opsin 

Chronos (Klapoetke et al., 2014); (Ronzitti et al., 2017) for later optogenetic experiments) 

either in the ventral midline thalamus (VMT, Figure S1) or in the entorhinal cortex (EC, 

Figures S2A, S2B). Injections were performed at birth (P0, Figure 1A). We analyzed the 

pattern of innervation of CA1 by VMT and EC in fixed brain slices (five to seven days after 

injection) and found that both inputs innervated the slm (Figure 1B, Supplementary Movies 

1 and 2). As expected (Supèr and Soriano, 1994), EC axons were also visible in the alveus 

as well as in the contralateral CA1 slm (Figure S2C, Supplementary Movie 1); VMT 

projections are mainly present in the ventro-intermediate CA1 (Supplementary Movie 2). 

These observations are consistent with previous studies (Hartung et al., 2016; Supèr and 

Soriano, 1994). EC inputs were present all along the proximo-distal axis in the CA1 slm, but 

innervated more densely the proximal part of the CA1 slm, at the CA2 border (n=4 mice, 18 

slices; Figure 1C, left panel). Conversely, VMT inputs innervated the distal CA1 slm, at the 

border with the subiculum (n=4 mice, 16 slices; Figure 1C, left panel). The spatial segregation 

of EC and VMT inputs along the proximo-distal axis was quantified by measuring the relative 

distance of the peak of axonal fluorescence from the distal limit of CA1 (border with the 

subiculum) (VMT: mean=20 ± 8 %, n=16 slices, 4 animals, EC: mean=69 ± 19 %, n=18 slices, 

N=4 animals, Welch’s t-test, p<0.0001; Figure 1C, right panel). On the radial axis, EC and 

VMT inputs were mostly concentrated in the CA1 slm (Figures 1B and D). This anatomical 

segregation of EC and VMT inputs suggests that, if active, they may influence different CA1 

circuits during early postnatal development.  
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Modulation of local CA1 dynamics by photostimulation of EC or VMT inputs  

While a recent study has shown that the EC is active in neonatal rodents (Valeeva et 

al., 2019), it remains unclear whether the VMT input is also active at this developmental stage. 

To address this question before the stimulation experiments, we performed in vivo 2-photon 

calcium imaging from VGluT2-expressing axons in the slm in neonatal mouse pups. We used 

virus injections at birth to express the axon-enriched calcium indicator protein GCaMP6s 

(Broussard et al., 2018) Cre-dependently in VGluT2-Cre mice, and td-Tomato (independently 

from Cre) to locate the slm (see methods; Figure S3A-C). Since VGluT2 tags subcortical 

excitatory neurons (including thalamic neurons), calcium activity in VGluT2+ fibers in the slm 

largely reflects activity of the VMT input. We observed spontaneously occurring calcium 

transients about once every 5 minutes in boutons expressing GCaMP6s (median=0.24 

transients/minute [iqr=0.34]; Figures S3D, S3E). We conclude that together with activity 

originating from EC, VMT inputs can impact CA1 dynamics during early postnatal 

development.  

In order to test the influence of these extrinsic inputs onto local CA1 dynamics, we 

stimulated VMT or EC axonal fibers in hippocampal slices using an optogenetic approach. We 

focused on the modulation of the Giant Depolarizing Potentials (GDPs), the main type of 

network activity pattern spontaneously occurring in hippocampal slices between P5 and P7 

(Ben-Ari et al., 1989). This pattern can be considered as “internally-generated” as it is 

embedded in local circuits, being observed in the disconnected CA1 ex vivo. We performed 

calcium imaging combined with CA1 slm photo-activation of external afferents in horizontal 

slices from P5-7 SWISS mice. The slices were loaded with the calcium indicator Fura2-AM as 

previously described (Crépel et al., 2007). Pups were injected at birth with a 

Chronos/tdTomato virus in the EC or VMT, as described above. An optic fiber placed above 

the CA1 slm was used for photoactivation of either pathway using blue light. Neuronal activity 

was recorded in the CA1 pyramidal cell layer using 2-photon calcium imaging (Figure 2A, 

Supplementary Movies 3 and 4). As expected spontaneous synchronous activation of a 

large portion of imaged cells corresponding to GDPs could be observed ((Crépel et al., 2007) 

Figures 2B1, 2C1). Photoactivation of VMT axons affected the time interval between 

consecutive GDPs (Inter GDP Interval, IGI) in 5 out of 8 slices (n=7 animals; Figures 2B2, 

2D1). In these 5 slices, GDPs occurred at a higher frequency since a decrease in IGI during 

photoactivation was observed in 4 slices and an increase in one (Supplementary Tables 1 

and 2). Similarly, photoactivation of EC terminals affected IGIs in 4 out of 7 slices, with a 

decrease in IGI observed in three cases but one (n=5 animals; Figures 2C2, 2D1, 

Supplementary Tables 1 and 2). We conclude that the photostimulation of VMT or EC inputs 

modulates the occurrence of CA1 GDPs, with an increase in GDP frequency being more 

frequently observed.  
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We next asked whether such photoactivation could directly trigger synchronization of 

neuronal activity by examining whether GDPs had a higher probability than chance to occur 

in the one second window following light stimulation. We observed that GDPs were paced by 

VMT in 3 out of 8 slices (Figures 2B3, 2D2, S4A) and in 4 out of 7 slices in the case of EC 

inputs photoactivation (Figures 2C3, 2D2, S4B). Of note, CA1 dynamics were not affected by 

light in slices that did not express the opsin (n=4 slices, N=2 animals, Figure S4C). Detailed 

results are reported in Supplementary Table 1 and 2. Together, this shows that VMT and EC 

inputs can modulate spontaneous “internally-generated” CA1 network activity (Figure 2D3). 

We next dissected the local CA1 circuits recruited by VMT and EC inputs. 

 

VMT and EC inputs recruit different CA1 local circuits  

We first examined how EC and VMT terminals impinge onto CA1 slm GABAergic 

neurons. To this aim, we performed patch-clamp recordings from CA1 slm neurons in 

hippocampal slices from P5-7 mice injected with the Chronos/tdTomato virus in the EC or VMT 

at birth as above (Figure 3A). We first examined the nature of VMT and EC synaptic 

transmission. At the reversal potential for excitatory postsynaptic currents (EPSCs), 

photostimulation of EC but not VMT inputs could evoke monosynaptic GABAergic responses 

in some CA1 slm GABAergic neurons (7/29 cells; Figure S5A), indicating a small but 

significant contribution of GABAergic transmission to long-range communication from EC as 

early as P5-7, as in the adult (Basu et al., 2016; Melzer et al., 2012). Thus, we recorded EPSCs 

evoked by stimulation of the EC inputs in the presence of SR95531, a GABAAR blocker, in 

order to measure the impact of glutamatergic transmission-mediated inputs. Recorded cells 

distributed along the disto-proximal axis of CA1 slm (Figure 3B) in locations with detectable 

tdTomato signal (Figures S5C, S5D left panels). Photostimulation of both VMT and EC inputs 

evoked short-delay EPSCs (monosynaptic glutamatergic responses) in more than two-thirds 

of the CA1 slm neurons (VMT: 68 %, n=47 cells, EC: 67 %, n=34 cells; Delay: VMT: 3.9 ms, 

n=11 cells, EC: 3.3 ms, n=10 cells; Figures 3C, S5B left panel). Moreover, the cells 

responding to the photostimulation of either afferents were more densely decorated with 

putative contacts than non-responding cells (VMT: With EPSCs: median=0.18 contacts/stack 

[iqr=0.13], n=14 cells, Without EPSC: median=0.09 contacts/stack [iqr=0.23], n=11 cells, 

Mann-Whitney test, p=0.0014; Figure S5C, middle panel) or EC (With EPSCs: median=0.15 

contacts/stack [iqr=0.28], n=17 cells, Without EPSC: median=0.05 contacts/stack [iqr=0.07], 

n=9 cells, Mann-Whitney test, p=0.0035; Figure S5D, middle panel). Such difference was 

not due to different background signal as for both inputs, the ratio between cell (green) and 

axon volume (red) did not significantly differ between responding- and non-responding cells 

(VMT: With EPSCs: median=0.19 [iqr=0.64], n=14 cells, Without EPSC: median=0.14 

[iqr=0.19], n=11 cells, Mann-Whitney test, p=0.0954, Figure S5C, right panel; EC: With 
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EPSCs: median=0.11 [iqr=3.59], n=16 cells, Without EPSC: median=0.72 [iqr=4.53], n=9 

cells, Mann-Whitney test, p=0.3014, Figure S5D, right panel). Morphological inspection of 

the recorded neurons that were filled with neurobiotin indicated that these cells qualified as 

putative GABAergic interneurons. We could distinguish putative Neurogliaform cells (NGF) 

from other CA1 slm GABAergic neurons (slmINs; Figure 3D), based on anatomical criteria, 

which included their dense axonal arborization covering a larger territory than their short 

dendrites (Chittajallu et al., 2017; Tricoire et al., 2010). The fraction of slm interneurons 

responding to VMT or EC stimulation was comparable (Fisher's exact test, p>0.9999, Figure 

3C). Among these slm interneurons, NGF cells were the most likely to respond (NGF: 86 %, 

n=28 cells, slmINs: 51%, n=37 cells ; Fisher's exact test, p=0.0042, Figure S5E). We conclude 

that CA1 slm interneurons, and notably the NGF cells, have an equal probability to be targeted 

by EC or VMT inputs. These responses to both inputs were mediated by AMPA- and NMDA-

R activation (Figure 3E) but with EC afferents photostimulation evoking AMPA-R-mediated 

PSCs of higher amplitude than VMT (VMT: median=24 pA [iqr=121.2], n=10 cells, EC: 

median=71 pA [iqr=903.1], n=11 cells, Mann-Whitney test, p=0.0610; Figure 3F). Two groups 

of cells could be distinguished based on the amplitude of their AMPA-R-mediated responses 

to EC afferent photostimulation, one displaying small amplitude EPSCs (median=28 pA 

[iqr=58.0], n=6 cells) and the other large amplitude EPSCs (median=719 pA [iqr=386.5], n=5 

cells, Mann-Whitney test, p=0.0043; Figures 3E, 3F). The cells displaying large EPSCs were 

closer to the hippocampal fissure and CA2 than the small EPSC ones (Radial axis: small 

EPSCs: median=0.68 [iqr=0.16], n=6 cells, large EPSCs: median=0.79 [iqr=0.09], n=5 cells, 

Mann-Whitney test, p=0.0173, Figures 3G, 3H; Disto-proximal axis: small EPSCs: 

median=0.48 [iqr=0.25], n=6 cells, large EPSCs: median=0.85 [iqr=0.22], n=5 cells, Mann-

Whitney test, p=0.0043, Figures 3G, 3I). The presynaptic release probabilities of both 

afferents were comparable (EC: median=1.02 [iqr=2.19], n=11 cells, VMT: median=0.81 

[iqr=2.75], n=10 cells, Mann-Whitney test, p=0.55; Figure S5B, middle panel). Similarly, the 

ratios between NMDA- and AMPA-R mediated PSCs were similar (EC: median=2.05 

[iqr=11.81], n=9 cells, VMT: median=2.14 [iqr=3.90], n=9 cells, Mann-Whitney test, p=0.9314; 

Figure S5B right panel). Altogether, these results indicate that both EC and VMT inputs 

project directly onto CA1 slm interneurons, including NGF cells as early as the end of the first 

postnatal week, with EC inputs innervating preferentially cells located in the proximal part of 

the CA1 slm.  

 

In order to describe the connectivity of EC and VMT afferents onto CA1 pyramidal 

neurons, we next performed patch-clamp recordings from these neurons in the stratum 

pyramidale. As above, recordings were performed in ventral hippocampal slices of P5-7 mice 

injected with Chronos/tdTomato expression in the EC or VMT (Figure 4A). Putative pyramidal 
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neurons were randomly sampled along the radial axis. All cells were filled with biocytin to 

confirm their identity post hoc and recover their axonal and dendritic distribution. The distal 

dendrites of all morphologically-recovered cells extended into the CA1 slm (Figure 4B). A 

much higher fraction of CA1 pyramidal cells was recruited by EC afferents photostimulation 

as compared to VMT (VMT: 7 %, n=27 cells, EC: 57 %, n=14 cells, Fisher's exact test, 

p=0.0012; Figure 4D1). The percentage of monosynaptic response across trials was 

significantly higher when stimulating EC afferents than VMT (VMT: median=0,00 % [iqr=100], 

n=27 cells, EC: median=55% [iqr=100], n=14 cells, Mann-Whitney test, p=0.0010; Figure 

4D2). Among the responsive cells, VMT and EC photostimulation evoked EPSCs with similar 

short delays (VMT: 4.05 ms, n=2 cells, EC: 5.5 ms, n=8 cells; Figures 4C, S6A). Overall, VMT 

afferents photostimulation evoked mainly polysynaptic events in the form of significant 

increases in EPSCs frequency within one second from the start of the photostimulation (n=12 

cells, peak value=0.77, above chance level; Figures 5A1, 5A2). The frequency of EPSCs was 

significantly increased during VMT stimulation (Stim) as compared with the period without 

stimulation (Stim: mean=8.2 ± 5.4 Hz, No Stim: mean=1.25 ± 0.77 Hz, n=20 cells, Paired t-

test, p<0.0001; Figure 5A3). Similar increases in frequency were observed when recording 

Inhibitory Postsynaptic Currents (IPSCs) at the reversal potential for glutamatergic inputs 

(n=20 cells, peak value=0.74, above chance level, Figures 5B1, 5B2; Frequency: Stim: 

median=12.20 Hz [iqr=26.70], No Stim: median=1.57 Hz [iqr=5.44], n=12 cells, Wilcoxon test, 

p=0.0005, Figure 5B3). These results suggest that the modulation of CA1 pyramidal cells by 

VMT inputs is mainly polysynaptic and involves local recurrent circuits. Blocking GABAergic 

transmission significantly decreased EPSCs frequency during the photostimulation period 

(Ctrl: median=14.80 Hz [iqr=13.50], SR95531: median=3.556 Hz [iqr=5.40], n=7 cells, 

Wilcoxon test, p=0.0156; Figures 5C1, 5C2). Results were confirmed by normalizing events 

frequency during the stimulation by non-stimulation period frequency (Ctrl: median=10.89 Hz 

[iqr=11.80], SR95531: median=8.277 Hz [iqr=9.35], n=7 cells, Wilcoxon test, p=0.0469; 

Figures S6B, S6C). Altogether we conclude that VMT inputs are mainly activating GABAergic 

slm neurons which in turn produce, in slices, polysynaptic excitatory events in CA1 pyramids. 

This is in stark contrast with the monosynaptic EC drive onto CA1 pyramidal neurons. 

 

EC and VMT both exert an excitatory drive onto CA1 circuits in vivo but only EC drives 

synchronization  

We last examined the influence of the two extrinsic inputs on the developing CA1 

neuronal activity in vivo. To this aim, we injected newborn mice with a virus inducing the 

expression of the inhibitory DREADD receptor, hM4D(Gi) (AAV9-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-

mCherry virus), in either the EC or the VMT. For EC expression, we used the Emx1-Cre driver 

line which specifically targets excitatory cortical neurons. For VMT expression, we used the 
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VGluT2-Cre driver line which specifically targets excitatory subcortical neurons, including 

thalamic neurons. We imaged the calcium activity in the CA1 pyramidal layer of non-

anesthetized pups (P6-8, n=12 pups) using 2-photon excitation of GCaMP6s-expressing 

neurons (see methods; Figure 6A). We only considered experiments for which we confirmed 

post hoc that DREADD-expressing axons reached the slm below the imaged area (Figure 

S7A). As a first step, we calibrated the time course of CNO action with extracellular 

electrophysiological recordings in the CA1 region of Emx1-Cre mouse pups expressing 

hM4D(Gi) in the hippocampus. A decrease in the number of spikes was observed forty minutes 

after CNO subcutaneous injection (Figures S8). Based on this time course of CNO action, the 

multineuron calcium activity recorded during the first ten minutes (0-10) of two-photon imaging 

was compared to the fortieth to fiftieth minute of recording after CNO injection (40-50, Figure 

6A). The FOVs were the same between 0-10 and 40-50 minutes periods (Figures 6B, S7C, 

Supplementary Movies 5-8), allowing to track the activity of the same neurons. As previously 

described (Dard et al., 2022; Mohns and Blumberg, 2008; Valeeva et al., 2019), spontaneous 

neuronal activity observed during the first ten minutes (0-10) alternated between recurring 

population bursts (Synchronous Calcium Events, SCEs), and periods of low activity (Figures 

6C, 6D, S7D, S7E). The fraction of cells recruited in SCEs (Dard et al., 2022: median= 0.50 

[iqr=0.14], N=13 animals; 0-10: median=0.48 [iqr=0.27], N=12 animals, Mann-Whitney test, 

p=0.2254; Figure S7B left panel) and the transients frequency (Dard et al., 2022: median=1.4 

[iqr=1.9], N=13 animals; 0-10: median=1.2 [iqr=2.5] ,N=12 animals, Mann-Whitney test, 

p=0.2701; Figure S7B right panel) during that initial period were similar to our previous study 

(Dard et al., 2022). Pharmacogenetic inhibition of VMT or EC resulted in a significant decrease 

in the frequency of the calcium transients in cells of the pyramidal layer (EC: 0-10: 

median=0.48 transients/min [iqr=10.91]; 40-50: median=0.10 transients/min [iqr=12.44], 

n=2522 cells, N=3 animals, Wilcoxon test, W=-1691767, p<0.0001; Figure 6E top panel; 

VMT: 0-10: median=0.77 transients/min [iqr=11.39]; 40-50: median=0.57 transients/min 

[iqr=15.02], n=1115 cells, N=3 animals, Wilcoxon test, W=-186998, p<0.0001; Figure 6E 

bottom panel). However, the magnitude of EC inhibition was approximately four times greater 

than that of VMT. We next used a previously developed deep-learning based method (Dard 

et al., 2022; Denis et al., 2020) to distinguish between putative pyramidal cells (Pyr) and 

GABAergic neurons of the so/sp layers (so/spINs; Figures 6F). EC inhibition decreased the 

frequency of transients of both cell types (so/spINs: median=63% of 0-10 [iqr=430.9], n=164 

cells, N=3 animals, One sample Wilcoxon test, p<0.0001; Pyr: median= 32% of 0-10 

[iqr=1501], n=1992 cells, N=3 animals, One sample Wilcoxon test, p<0.0001; Figure 6F top 

panel). In contrast, VMT inhibition only affected pyramidal neurons (so/spINs: 

median=99.00% of 0-10 [iqr=5900], n=284 cells, N=3 animals, One sample Wilcoxon test, 

p=0.7786; Pyr: median= 61.54% of 0-10 [iqr=1400], n=722 cells, N=3 animals, One sample 
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Wilcoxon test, p<0.0001; Figure 6F bottom panel). The controls did not show any difference 

in the  frequency of transients (Figures S7D, S7E, S7F, S7G). We last analyzed the impact 

of inhibition of these pathways on SCEs, and found that only EC inhibition would result in a 

significant decrease in the number of SCEs within 40-50 minutes (EC: n=3 animals; VMT: n=3 

animals; Ctrl: n=5 animals; 2-way ANOVA followed by Šidák’s multiple comparisons test, 

epochs were different for EC inputs, p=0.0021; Figure 6G). Since CA1 SCEs are generally 

preceded by spontaneous motor twitches (Dard et al., 2021; Mohns and Blumberg, 2008; 

Valeeva et al., 2019), we finally analyzed the pups spontaneous movements but could not find 

any significant decrease following CNO exposure (Figure S7H). Thus, both EC and VMT 

control pyramidal cell activity in the neonatal CA1, but only EC controls pyramidal cell 

synchrony driven by motor twitches. This suggests that sensorimotor activity is mainly relayed 

by the EC to local CA1 circuits.   

 

 

DISCUSSION 

  

Our results demonstrate that early spontaneous activity in CA1 is not only embedded 

within local CA1 circuits as in the adult (Zutshi et al., 2021), but rather under the combined 

influence of two extrinsic inputs originating in the VMT and EC. These two inputs are integrated 

locally through distinct pathways with VMT inputs preferentially targeting slm GABAergic 

neurons.  

 

Early CA1 dynamics are modulated by extra-hippocampal inputs  

Early spontaneous activity in any developing brain region is expected to emerge from 

the integration of spontaneously active extrinsic inputs originating from more developmentally 

advanced areas (Donato et al., 2017), onto local circuits capable of self-generating 

coordinated activity patterns, even when isolated ex vivo. Accordingly, we found that both the 

thalamus and the entorhinal cortex, both older than CA1 -at least for the lateral part of the EC- 

(Bayer, 1980; Nakagawa, 2019), can modulate the baseline activity and synchronization of 

local CA1 circuits when inhibited or activated. Activation of these extrinsic inputs is more likely 

to result in increased network excitability while their inhibition decreases it. Of note, we could 

not distinguish between LEC and MEC given that targeting the EC at birth with spatial precision 

already represented an experimental feat. Like the EC inputs (Valeeva et al., 2019), the VMT 

inputs are spontaneously active in the CA1 region during the first postnatal week. Due to the 

difficulty to image at a depth of 700 µm combined with the success rate of stereotaxic injections 

in the VMT at birth, the number of VMT axonal imaging experiments is low and analysis was 
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restricted to quiet rest periods to avoid movement artifacts; in particular we cannot exclude 

that these inputs could also be activated during spontaneous motor twitches.    

The link between the VMT or the EC activity and CA1 dynamics had been previously 

suggested using simultaneous extracellular electrophysiological recordings in CA1 and the EC 

or VMT (Hartung et al., 2016; Valeeva et al., 2019). Here, by using chemogenetic tools, we 

demonstrate a causal link between the activities originating from both inputs and CA1 activity. 

The time course and strength of the pharmacogenetic inhibition of VMT and EC activity in vivo 

using electrophysiological recordings and performed control experiments where either only 

CNO or the hM4D(Gi) receptor are provided. Such controls are essential given the possible 

nonspecific effects of this approach (Roth, 2016). The frequency of single cell calcium 

transients and of SCEs were used as quantitative readouts of activity. Early sharp waves 

(eSPWs) and GDPs are likely the electrophysiological correlates of SCEs, measured with 

calcium imaging in vivo and ex vivo, respectively, as they are significant network events 

occurring at similar rates in the same preparations. However, dual simultaneous recordings 

are needed to confirm this statement.  

Our reported effects of VMT or EC inhibition on CA1 dynamics may not only result from 

direct thalamo- of entorhinal-hippocampal connectivity as both inputs are highly connected to 

several structures. For example, the VMT innervates the EC as well (Weel and Witter, 1996), 

and its inhibition could also induce a decrease in the activity of the EC, which would in turn 

affect the CA1 region. VMT and EC are not the sole extrinsic sources of glutamatergic 

excitation to CA1. For example, the septum also densely projects to CA1 (Bokor et al., 2002; 

Kerr et al., 2007), displays an early maturation schedule with a preferential targeting of 

interneurons (Supèr and Soriano, 1994), conveys proprioceptive inputs and modulates 

intrinsic CA1 dynamics (Wang et al., 2015; Zhang et al., 2018). However, in contrast to the 

VMT and the EC, the laminar profile of septal projections does match the excitatory currents 

driving eSPWs, with their preferential current sink in the stratum lacunosum moleculare (slm) 

(Valeeva et al., 2019). The evolution of the current source density profile of eSPWs is 

interesting. The dual sinks observed  in the stratum radiatum (sr) and slm before P5 likely 

reflect the activation of the entorhino-hippocampal pathway. However, a majority of eSPWs 

after P5 display a single sink in the slm (Valeeva et al., 2019). This may indicate the selective 

activation of layer 3 MEC neurons from this time point. Whether there are indeed two types of 

eSPWs with different CSD profiles and associated SCEs depending on their main extra-

hippocampal drive remains to be further investigated. Our experiments focused on the period 

with single sinks in slm, possibly suggesting a stronger contribution of EC layer III activity in 

driving SCEs. Future work is needed to study the comparative developmental evolution for the 

relative weight of VMT and EC inputs to CA1 activity and to describe the in vivo extracellular 

electrophysiological signature of VMT activity in CA1. Given the protracted development of 

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 

The copyright holder for this preprintthis version posted June 4, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.06.03.494656doi: bioRxiv preprint 

https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=49933829086280157&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:12b3ea6b-2735-4565-b6a6-a527ce6f7dfe,3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:89688c56-dca2-4e19-b02f-f1e740243bf2
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=10245666466586922&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:553130a0-9310-439d-b8f2-2fe177ae14fa
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=5852523079761375&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:383c88d4-9d16-4666-9cfa-74821294f1b8
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=10282630485346289&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:18a72712-074e-41f3-b23d-b3bfee317751,3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:cfa54cda-f595-4385-a97e-99e0448dd660
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=10282630485346289&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:18a72712-074e-41f3-b23d-b3bfee317751,3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:cfa54cda-f595-4385-a97e-99e0448dd660
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=5670888565948531&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:b32f225e-398a-4549-ab12-6a4aeeaf8b4b
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=8725839818982588&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:7a904488-9a23-45b6-bb3a-7bfb525c4c42,3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:0d2fa1ac-a58a-450b-9bde-74f22570cb9f
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=9204572182385317&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:89688c56-dca2-4e19-b02f-f1e740243bf2
https://app.readcube.com/library/3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477/all?uuid=4763867854600672&item_ids=3dded606-c860-44e0-86e8-2cc5eea90477:89688c56-dca2-4e19-b02f-f1e740243bf2


the mPFC, one possibility could be that the contribution of VMT in driving SCEs in vivo is 

delayed as compared to the EC.  

Ex vivo experiments allow for the isolation of internally-generated spontaneous activity 

(GDPs).  In these conditions, we found that the photoactivation of the VMT or the EC axons 

in the CA1 slm: (1) can trigger synchronization in the form of GDPs time-locked to the 

stimulation (in most cases for EC stimulation, in less than half of the cases for VMT 

stimulation); (2) increased network excitability as revealed by an increase in the rate of GDPs 

(although in a minority of cases we observed a decrease). The slight difference in the driving 

of GDPs by VMT and EC likely reflects their integration through different local circuits (see 

below), as well as their different strength as revealed by the amplitude of the postsynaptic 

EPSCs in response to stimulation (see also below).  

 

The modulation of CA1 network activity by subcortical inputs from the VMT is 

reminiscent of the modulation of neocortical bursts by thalamic inputs (Martini et al., 2021; 

Minlebaev et al., 2011; Mizuno et al., 2018; Molnár et al., 2020). Such bottom-up thalamic 

drive is integrated within intracortical circuits capable of self-organizing their activity into 

network bursts, thus producing co-existing network patterns. Interestingly, these thalamic 

inputs transiently contact local interneurons in the neocortex, the same way VMT inputs are 

relayed by CA1 slm interneurons (Ibrahim et al., 2021; Marques-Smith et al., 2016; Molnár et 

al., 2020; Tuncdemir et al., 2016).  

 

Differential intrahippocampal integration of VMT and EC inputs 

Our results demonstrate that the VMT and EC inputs integrate different CA1 circuits: 

(i) their axonal projection distributions differ along the 3 main hippocampal axes; (ii) they 

display different probabilities to recruit CA1 pyramids; (iii) their in vivo network impact diverges.  

A striking anatomical segregation of VMT and EC axonal afferents in the CA1 slm can 

be observed using confocal imaging of their respective projections labeled by targeted virus 

injection at birth. These targeted injections are technically challenging and the site of virus 

infection may be slightly larger than the anatomical borders of the EC and VMT (Figures S1, 

S2). Still, the labeled axonal tracts are almost exclusively observed in the slm of the ventral to 

intermediate CA1, as expected from anatomical descriptions in the adult (Weel and Witter, 

1996). Adding to this differential distribution along the dorso-ventral CA1, VMT and EC 

afferents segregate along the proximo-distal axis, with VMT targeting the distal slm (closer to 

the subiculum) and EC the proximal slm (closer to CA2). This proximo-distal segregation is 

well described for EC afferents in the adult with LEC projecting distally, like the VMT and MEC 

proximally (Masurkar et al., 2017, 2020). This may suggest that our stereotaxic injections into 

the EC were biased towards the MEC at the expenses of the LEC.  
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This anatomical segregation of projections is functionally reflected in the distribution of 

the postsynaptic cells responding to their stimulation. Indeed, neurons activated by EC inputs 

were located in the proximal CA1 slm, while neurons responding to VMT inputs were located 

in the distal slm. The probability to observe an EPSC was confirmed by post hoc anatomical 

analysis to report indirectly the number of presynaptic inputs. Therefore the VMT and EC 

inputs should activate different circuits. There are two major subtypes of neurons in the CA1 

slm, the glutamatergic Cajal Retzius (CR) cells and the GABAergic interneurons, most of 

which of the Neurogliaform (NGF) subtype (Anstötz et al., 2015; Chittajallu et al., 2017). 

Whether different subtypes of slm neurons differentially distribute along the proximo-distal axis 

remains unknown. However, none of the slm neurons recorded here and post hoc 

morphologically analyzed displayed the anatomical characteristics of CR neurons whereas 

putative NGF cells were identified as postsynaptic targets for both VMT and EC inputs. 

Whether these include the two subtypes of NGF with differential embryonic origins remains to 

be determined (Overstreet-Wadiche and McBain, 2015). In any case, this identifies NGF cells 

as central nodes integrating these two major inputs onto the developing CA1. Interestingly, 

CA1 NGFs are also a major postsynaptic target of CR cells, an important player in CA1 circuit 

development (Quattrocolo and Maccaferri, 2014). In addition, NGFs were shown to be central 

in synchronizing interneuron networks using a combination of synaptic and electrical signaling 

(Overstreet-Wadiche and McBain, 2015; Zsiros et al., 2007). It is therefore possible that NGF 

neurons in the developing CA1 function in providing an unspecific and broad feedforward 

activation of local inhibitory circuits in response to extra-hippocampal inputs.  

If the proximo-distal distribution of slm GABAergic neurons is unknown, less is true for 

their stratum pyramidale glutamatergic counterparts which are known to segregate along this 

axis according to their birthdate (Cossart and Khazipov, 2021). It is also known that CA1 

pyramids, in the adult, are directly contacted by EC inputs, with cells located in deeper portions 

of the CA1 radial axis more likely to display direct contacts (Masurkar et al., 2017). Given that 

deep CA1 pyramids are older than superficial ones, these are likely to be more developed with 

a dendritic arborisation reaching the slm (Tyzio et al., 1999). Morphological analysis of the 

CA1 pyramids displaying evoked EPSCs following EC input photoactivation may indicate 

whether these share similar dendritic properties and soma location. If more than half of the 

recorded CA1 pyramids displayed EC-evoked EPSCs, almost none was directly stimulated by 

VMT photoactivation. The possibility that VMT evoked EPSCs would be undetected at the 

soma due to their distal origin is unlikely given that EC inputs are detected (despite a similar 

distal origin) and because of the inherent electrotonic compactness of immature neurons. 

Interestingly, the absence of direct VMT inputs onto most pyramids was also reported in the 

adult CA1 (Andrianova et al., 2021), indicating that this different innervation does not reflect a 

protracted maturation of VMT axons onto CA1 pyramids (even though VMT CA1 inputs arrive 
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three days later than EC inputs (Supèr and Soriano, 1994)). Whether the rare CA1 pyramids 

we found to be directly activated by VMT inputs in the developing CA1 reflect a transient 

developmental connection or reveal a rare subtype of CA1 pyramidal neuron remains to be 

further studied.   

The differential anatomical and functional connectivity of EC and VMT inputs is 

reflected in the single-cell in vivo response to their chemogenetic inhibition. Of note, these 

single-cell responses were principally monitored in the stratum pyramidale, away from the 

initial site of VMT and EC input integration. As discussed above, EC inhibition results in a 

decrease in the fraction of active neurons involved in SCEs, an effect that is not observed 

when inhibiting the VMT, which only reduces the fraction of pyramidal cell calcium transients. 

The differential impact of VMT versus EC onto CA1 SCEs likely indicates the EC as the main 

relay station for sensorimotor inputs generated by spontaneous motor twitches (Karlsson et 

al., 2006; Rio‐Bermudez and Blumberg, 2021; Valeeva et al., 2019) and is supported by a 

larger excitatory drive from EC onto CA1 principal cells. The lack of VMT modulation of 

interneuron activity in the CA1 stratum pyramidale in vivo contrasts with the generation of 

evoked polysynaptic GABAergic events and GDPs by activation of VMT inputs ex vivo. This 

may have several explanations, including the possible lack of direct synaptic inputs from CA1 

slm interneurons and CA1 pyramids onto sp interneurons at these early stages (Dard et al., 

2022). However, ex vivo experiments indicate that slm interneurons are rather well connected 

into local circuits since their optogenetic activation alone induces polysynaptic GABAergic 

responses in principal cells. Such ability to trigger synchrony through the selective activation 

of interneuron circuits may be related to the excitatory action of the transmitter in slices (Dzhala 

et al., 2012; Valeeva et al., 2016). The decrease of CA1 principal cell activity following VMT 

in vivo inhibition could also be explained by a direct excitatory GABAergic input, for example 

from NGF cells onto pyramids (but see (Murata and Colonnese, 2020)) or by a local 

disinhibitory circuit which remains to be elucidated.  

 

In conclusion, our study shows how bottom-up inputs (transmitted from the EC) and 

higher order thalamic inputs (transmitting top-down information from the mPFC in the adult 

(Ferraris et al., 2021)), are differentially integrated within local intermediate to ventral CA1 

circuits and modulate or even drive their early dynamics. If these inputs segregate between 

CA1 pyramids, they converge onto local slm GABAergic interneurons, including NGF cells of 

the slm. This is reminiscent of the developing neocortex, where layer 1 NGF neurons are first 

driven by bottom-up inputs, which in turn regulate the establishment of top-down connections 

from integrative areas (Che et al., 2018; Ibrahim et al., 2021). Whether similar mechanisms 

operate in the developing CA1 opens an interesting venue for research, this even more given 
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the role of the nucleus reuniens on developmental brain disorders implicating impaired 

cognitive functions (Cassel et al., 2021; Ferraris et al., 2021; Weel and Witter, 2020). 
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Figure 1. Anatomical segregation of thalamic and entorhinal inputs in the CA1 slm 

during development.  

(A) Schematic representation of the experimental timeline.  

(B) Confocal images of horizontal sections of the ventral part of P7 mice hippocampus 

showing the distribution of labeled fibers after tdTomato virus injection in the VMT (left) or EC 

(right). DAPI staining was used to define the different layers of CA1 region: alveus (alv), 

stratum oriens (so), stratum pyramidale (sp), stratum radiatum (sr) and the stratum lacunosum 

moleculare (slm). The dashed lines indicate the distal border, close to the subiculum, and the 

proximal border, close to CA2. VMT fibers were present in the CA1 slm while EC afferents 

were observed in the alveus, the CA1 slm and the molecular layer (ml) of the dentate gyrus. 

Scale bar: 400 µm.  

(C) Left: Distribution of VMT (red) and EC (blue) axon density in CA1 slm along the disto-

proximal axis (0 to 100 %). Each light coloured curve represents the normalized measurement 

from an individual slice (VMT (red) : n=16 slices, N=4 animals, EC (blue) : n=18 slices, N=4 

animals). Dark coloured curves correspond to the mean of all light curves. Right: Distance 

from the distal border of VMT and EC axonal density peaks. Each dot corresponds to the 

location from the distal border of the axonal intensity peak for a slice. Each boxplot shows the 

25th, 50th and 75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. 

Significant difference between VTM (n=16 slices, N=4 animals) and EC (n=18 slices, N=4 

animals) was observed (Welch’s t-test, t=9.928, p<0.0001).  

(D) Mean distribution of VMT (red, n=16 slices, N=4 animals) and EC (blue, n=17 slices, N=4 

animals) axon density in the CA1 radial axis. 
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Figure 2. VMT and EC inputs modulate ex vivo network activities in the developing CA1.  

(A) Schematic representation of the experimental timeline. On the right, calcium transients 

(negative variation of dF/F in Fura2-AM) were observed during periods of non-stimulation and 

during the application of a stimulation train at 0.1 Hz or 0.2 Hz (blue). Scale bar: 50 µm.  

(B). Example of the effect of VMT afferences photostimulation on the CA1 network activity 

observed in a P5-P7 brain slice of a wild-type SWISS mouse pup, injected with 

Chronos/tdTomato in the VMT at P0. B1, Raster plots showing neuronal activity as a function 

of time. The light blue rectangle corresponds to the photostimulation period during which 

phasic stimulations at 0.1 or 0.2 Hz were applied (blue lines). B2, Measurement of the inter-

GDP interval during the period of stimulation of VMT afferents (light blue) and non-stimulation 

corresponding to the raster plot shown in 1. Each dot corresponds to the measured IGIs during 

non-stimulation (“No-Stim”) and stimulation (“Stim”) periods. Each boxplot shows the 25th, 

50th and 75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. Significant 

difference between non-stimulation and stimulation periods was observed (No-Stim : 

median=27.84 s [iqr=66.71], n=10 IGIs, Stim : median=9.920 s [iqr=9.30], n=20 IGIs, Mann-

Whitney, U=3.0, p<0.0001). B3, GDPs occurence time with respect to the photostimulation 

during the stimulation period that correspond to the raster plot shown in 1. GDP occurrence 

(black rectangles) as a function of time following 0.1 Hz phasic stimulations of VMT afferents. 

Twenty consecutive light stimulations were centered to time 0 (blue line). The 20 stimulations 

were followed by GDPs in the following second (light blue rectangle, 99th percentile=17).  

(C) Same as (B) but for Chronos/tdTomato injection in P0 wild-type SWISS mouse pups' 

entorhinal cortex. C1, Raster plots showing neuronal activity as a function of time. C2, For IGI, 

significant difference between non-stimulation and stimulation periods was observed (No-Stim 

: median=32.98 s [iqr=59.27], n=8 IGIs, Stim : median=9.920 s [iqr=6.696], n=20 IGIs, Mann-

Whitney, U=0.0, p<0.0001). C3, The 20 stimulations triggered the GDPs in the following 

second (light blue rectangle, 99th percentile=16.5).  

(D) Proportions of VMT, EC and Control (Ctrl; laser stimulation on slices without virus, see 

Figure S5C) displaying significant effects on GDP frequency and GDP synchronization upon 

stimulation. "Combined" corresponds to traces that show an effect on frequency and/or timing 

of the GDPs. 
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Figure 3. Recruitment of CA1 slm GABAergic neurons by VMT and EC inputs during the 

first postnatal week.  

(A) Schematic representation of the experimental timeline.  

(B) Position of patched CA1 slm GABAergic neurons on a schematic representation of the 

horizontal section of the ventral hippocampus (Adapted from (Franklin and Paxinos, 2007). 

Filled dots correspond to responding cells to VMT (red) or EC (bleu) photostimulation. Empty 

dots correspond to no responding cells.  

(C) Proportion of CA1 slm GABAergic cells displaying EPSCs upon stimulation of VMT (red, 

68.09 %) and EC (blue, 67.65 %) afferents. Empty parts represent cells that didn’t respond to 

the stimulation (VMT: 31.91 %, EC: 32.35 %). No significant difference between VTM (n=47 

cells) and EC (n=34 cells) was observed. 

(D) Neurolucida reconstructions of representative neurobiotin-filled slm GABAergic neurons. 

Axon is depicted in blue for EC-stimulated cells and in red for VMT-stimulated cells. Soma and 

dendrites are colored in black. Cells 1, 3 and 4 had a neurogliaform-like morphology (NGF) 

and cells 2 and 5 presented a no-neurogliaform-like morphology (slmINs). Scale bar: 100 µm. 

(E) From left to right, monosynaptic glutamatergic responses evoked by the VMT (red) and 

the EC (blue) LED photostimulation (two light pulses of 3 ms, blue lines). EC photostimulation 

evoked large EPSCs (middle) or small EPSCs (right). Phostimulations evoked AMPA 

responses, recorded at -75 mV and blocked with NBQX, and NMDA responses, recorded at 

+40 mV. The light traces correspond to the sweeps and the average trace is shown in dark. 

(F) EPSCs amplitude evoked by the photostimulation of VMT and EC inputs at -75 mV. Red 

filled dots correspond to cells responding to VMT photostimulation. Dark blue filled dots 

correspond to cells displaying large EPSCs whereas light blue filled dots correspond to cells 

displaying small EPSC to EC photostimulation. Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th 

percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. The median value of EPSC 

amplitude is smaller for VMT photo-activation (n=10 cells) than for EC photo-activation (n=11 

cells; Mann-Whitney test, p=0.0610).  

(G) Epifluorescence microscope images of patched CA1 slm GABAergic neuron (green) 

displaying large EPSCs (left) and small EPSCs (right) to the light stimulation of EC afferents 

(in red). Scale bars: 250 µm.  

(H) Radial location of patched CA1 slm GABAergic neuron displaying large EPSCs and small 

EPSCs. On the y-axis, 0 corresponds to the alveus surface. Dark blue filled dots correspond 
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to cells displaying large EPSCs whereas light blue filled dots correspond to cells displaying 

small EPSC to EC photostimulation. For each group, the 25th, 50th and 75th percentiles were 

represented with the same color code. The blue curve represents the average distribution of 

EC axonal density on the radial axis of CA1 measured on slices corresponding to the small 

and large EPSC (n=11 slices). Significant radial location difference between large EPSC (n=5 

cells) and small EPSC (n=6 cells) was observed (Mann-Whitney, U=2, p=0.0173).  

(I) Same as (H) but for disto-proximal location of pached CA1 slm GABAergic neuron 

displaying large EPSCs and small EPSCs. On the y-axis, 0 corresponds to the distal border 

of CA1 slm.The blue curve represents the average distribution of EC axonal density on the 

disto-proximal axis of CA1 slm measured on slices corresponding to the small and large EPSC 

(n=11 slices). Significant disto-proximal location difference between large EPSC (n=5 cells) 

and small EPSC (n=6 cells) was observed (Mann-Whitney, U=0, p=0.0043). 
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Figure 4. The entorhinal cortex directly recruits CA1 pyramidal neurons.  

(A) Schematic representation of the experimental timeline.  

(B) Dendrites of patched pyramidal neuron (green) reach the CA1 slm, where the VMT (left 

panel) and EC (right panel) axons expressing the Chronos/tdTomato project. Scale bars: 100 

µm.  

(C) Monosynaptic glutamatergic responses evoked by VMT (top, red) and EC (bottom, blue) 

LED photostimulation (3 ms light pulse, blue line). The light traces correspond to the sweeps 

and the average trace is shown in dark.  

(D) D1, Proportion of CA1 pyramidal neurons displaying EPSCs upon stimulation of VMT (red, 

7,41 %) and EC (blue, 57,14 %) afferents. Empty parts represent cells that did not respond to 

the stimulation (VMT: 92.59 %, EC : 42.86 %). Significant difference between VTM (n=27 cells) 

and EC (n=14 cells) was observed (Fisher's exact test, p=0.0010). D2, Percentage of 

monosynaptic responses evoked by VMT (red) and EC (blue) photostimulation on CA1 

pyramidal cells. Each dot corresponds to a cell, lines represent the median. Significant 

difference between VTM (n=27 cells) and EC (n=14 cells) was observed (Mann-Whitney test, 

U=99, p=0.0010). 
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Figure 5. VMT inputs modulate CA1 pyramidal cells through a GABAergic network.  

(A) A1, Spontaneous EPSCs recorded at -75 mV from a CA1 pyramidal cell interrupted by the 

application of a 10-light pulses train at 20 Hz (3 ms each light pulse, blue lines). The light red 

traces correspond to the sweeps and the average trace is shown in dark red. The light blue 

rectangle corresponds to the second following the onset of the first light pulse, named 

stimulation period (“Stim”). The rest is the non-stimulation period (“No stim”). A2, The  

normalized number of EPSCs as a function of time represents, for each bin, the median value 

calculated from the recorded cells. For each cell, the number of EPSCs was summed within 

100 ms bins and then normalized by the maximum number of EPSCs observed in a bin. The 

light red area represents the 75th percentiles for each 100 ms bin. The threshold, in red dotted 

line, represents the median of the thresholds for each bin, which corresponds to the median 

value of the 95th percentile calculated from 1000 surrogates. The light blue rectangle 

corresponds to the “Stim” period defined in 1. A3, EPSCs frequency measured during the No 

stim and Stim (light blue) periods. Each light gray dot represents a cell, the red dots correspond 

to the means. Paired comparisons between No stim and Stim periods were tested using the 

Paired t-test (n=20 cells, t=5.795, p<0.0001). 

(B) Same as (A) but for IPSCs. B1, Recording performed at the glutamate reversal potential 

(0 mV). B2, The normalized number of IPSCs as a function of time was obtained as described 

in A2. B3, IPSCs frequency measured during the No stim and Stim (light blue) periods. Paired 

comparisons between No stim and Stim periods were tested using the Wilcoxon test (n=12 

cells, W=78.0, p=0.0005). 

(C) 1. EPSCs recorded during the Stim period (light blue rectangle) without (Control) and with 

GABAAR blocker (SR95531). Stim period corresponds to that described in A1. The light red 

traces correspond to the sweeps and the average trace is shown in dark red. 2. EPSCs 

frequency measured without (Ctrl) and with GABAAR blocker (SR95531) during the Stim 

periods (light blue). Each light gray dot represents a cell, the red dots correspond to the means. 

Paired comparisons between Control and SR95531 periods were tested using the Wilcoxon 

test (n=7 cells, W=-28.0, p=0.0156). 
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Figure 6. VMT or EC inhibition decreases CA1 network activity in vivo.  

(A) Top: Schematic representation of the experimental timeline. Bottom: Timeline showing the 

imaging protocol sessions. Several ten-minutes imaging blocks were performed for one hour 

following the subcutaneous injection of CNO (10 mg/kg).  

(B) FOV of the stratum pyramidale imaged during the 0-10 (left) and 40-50 (middle) periods 

from Emx1-Cre or VGluT2-Cre newborn mouse pups injected, respectively, in the EC or VMT 

with inhibitory DREADD virus. Scale bars = 100 µm. On the right, the contour map of imaged 

neurons from the FOV. Inferred so/sp GABAergic neurons in red (so/spINs), inferred pyramidal 

cells in green (Pyr). 

(C) Raster plots showing neuronal activity as a function of time during the 0-10 (white) and 40-

50 (light blue) periods of Emx1-Cre mouse pups injected in the EC with inhibitory DREADD 

virus. Graphs below represent the percentage of active cells as a function of time for both 

periods.  

(D) Same as (C) but for DREADD injection in P0 VGluT2-Cre mouse pups' VMT (light red).  

(E) Cumulative frequency distribution (CFD) plots of the transient frequency during the 0-10 

and 40-50 periods for EC (top, n=2522 cells) or VMT (bottom, n=1115 cells) inhibition. The 

insets show the transient frequency for all cells during 0-10 (light) and 40-50 (dark) epochs. 

Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 

95th percentile. The transient frequency was significantly decreased from 40-50 minutes after 

CNO injection compared to the 0-10 epoch for both EC (Wilcoxon test, W=-1691767, 

p<0.0001; Kolmogorov-Smirnov test, D=0.2387, p<0.0001) and VMT inhibition (Wilcoxon test, 

W=-186998, p<0.0001; Kolmogorov-Smirnov test, D=0.1632, p<0.0001).   

(F) Transients frequency measured during 40-50 period in so/sp GABAergic neurons 

(so/spINs) and pyramidal cells (Pyr) normalized by 0-10 epoch transients frequency for EC 

(top) or VMT (bottom) inhibition. Each plot shows the 50th and 95th percentile. The median 

was significantly lower than 100 in so/spINs (One sample Wilcoxon test, n=164 cells, 

theoretical median 100, W=-8140, p<0.0001) and Pyr (One sample Wilcoxon test, n=1992 

cells, theoretical median 100, W=-1342710, p<0.0001) for EC inhibition, and significantly lower 

than 100 in Pyr for VMT inhibition (One sample Wilcoxon test, n=722 cells, theoretical median 

100, W=-111959, p<0.0001). 

(G) Number of SCEs measured during 0-10 and 40-50 epochs for EC (N=3 animals) or VMT 

(N=3 animals) inhibition and control conditions (N=5 animals). Significant difference between 
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0-10 and 40-50 during EC inhibition was observed (2-way ANOVA followed by Šidák’s multiple 

comparisons test, inputs-epochs interaction, F(2,8)=7.403, p=0.0151; inputs, F(2,8)=14.32, 

p=0.0023; epochs, F(1,8)=19.84, p=0.0021; epochs were different for EC inputs, p=0.0021). 
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Figure S1. Examples of VMT injection sites. 

(A) A1, Schematic representation of the ventral midline thalamus (VMT) from an horizontal 

slice adapted from (Franklin and Paxinos, 2007). The red rectangle corresponds to the area 

of the confocal images in Figure A2. A2, Examples of confocal or epifluorescence microscope 

images of P5-P7 brain horizontal sections from different wild-type SWISS mouse pups injected 

at P0 with Chronos/tdTomato virus in the VMT, composed by the reuniens nucleus (Re) and 

the rhomboid nucleus (Rh). Chronos/tdTomato virus was not expressed in the medial septum 

(MS). Scale bars: 500 µm 

(B) B1, Schematic representation of the medial part of the thalamus from a coronal slice 

adapted from (Paxinos et al., 2020). The red rectangle corresponds to the area of the confocal 

images in Figure B2. B2, Confocal or epifluorescence microscope images of P6-P8 brain 

coronal sections from VGluT2-Cre mouse pups (N=3 animals) injected at P0 with 

DREADD/mCherry virus in the VMT. These animals correspond to the ones used during in 

vivo 2-photon calcium imaging experiments. Injection site is located between the 2 parts of 

the 3rd ventricle (3V). DREADD/mCherry virus was not expressed in the dentate gyrus of the 

hippocampus (DG). Scale bars: 500 µm 
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Figure S2. Examples of EC injection sites. 

(A) A1, Schematic representation of the entorhinal cortex (EC) on an horizontal slice adapted 

from (Franklin and Paxinos, 2007). The red rectangle corresponds to the area of the confocal 

images in Figure A2. A2, Examples of confocal or epifluorescence microscope images of P5-

P7 brain horizontal sections from different wild-type SWISS mouse pups injected at P0 with 

Chronos/tdTomato virus in the EC, composed by medial entorhinal cortex (MEC) and the 

lateral entorhinal cortex (LEC). Chronos/tdTomato virus was not expressed in the subiculum 

(Sub). Scale bars: 500 µm 

(B) B1, Schematic representation of the EC on a coronal slice adapted from (Paxinos et al., 

2020). The red rectangle corresponds to the area of the confocal images in Figure B2. B2, 

Confocal or epifluorescence microscope images of P6-P8 brain coronal sections from Emx1-

Cre mouse pups (N=3 animals) injected at P0 with DREADD/mCherry virus in the EC, 

composed by the MEC, the LEC and the dorsal intermediate entorhinal cortex (DIEC). These 

animals correspond to the ones used during in vivo 2-photon calcium imaging experiments. 

Scale bars: 500 µm 

(C) EC fibers expressing Chronos/tdTomato virus project to the contralateral hippocampus. 

EC fibers reached the contralateral hippocampus through the fimbria and then the alveus 

(arrow). Fibers are crossing radially CA1 region (arrowhead) to reach CA1 slm (double 

arrowhead). 
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Figure S3. In vivo 2-photon calcium imaging of VMT axons in the CA1 slm at the end of 

the first postnatal week. 

(A) Schematic representation of the experimental timeline.  

(B) Averaged image from the imaged FOV in the CA1 slm of a VGluT2-Cre mouse injected 

with Cre-dependent axon-GCaMP6s virus at P0 in the VMT. Scale bars = 50 µm. 

(C) Coronal sections showing the location of the cannula and the glass window above the 

intermediate hippocampus. The VMT fibers (green) were present within the field of view (FOV) 

in the slm of CA1. Scale bars: 1 mm. 

(D) Example of a denoised dF/F signal extracted from an active VMT axonal branch. Light red 

rectangles correspond to the z-movement periods. The threshold corresponds to the median 

of the free z-movements denoised trace plus 3 times its interquartile range. Black dots 

correspond to the significant peaks. Significant transients were conserved if their onset was 

out of a movement period. 

(E) Distribution of the number of transients per minute measured from active VMT branches 

expressing GCaMP6s in P6-P8 mouse pups. Each dot corresponds to a FOV (n=3 FOV, N=2 

animals), lines represent the median. 
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Figure S4. Control analysis and experiment for ex vivo 2-photon calcium imaging 

experiments. 

(A) Example of a surrogate obtained by rolling the time stamp of the GDPs detected during 

the analysis of an ex vivo 2-photon calcium imaging movie to determine the threshold beyond 

which the association of GDPs with VMT stimulation exceeds the chance level in this movie. 

(B) Same as (A) but for EC stimulation. 

(C) Example of control (Ctrl) photostimulation effect on the network activity of developing CA1 

observed in slice. The Ctrl experiment consisted of performing stimulation protocols on slices 

that didn't express opsin. C1, Raster plots showing neuronal activity as a function of time. The 

light blue rectangle corresponds to the photostimulation period during which phasic 

stimulations at 0.1 or 0.2 Hz were applied (blue lines). C2, Measurement of the inter-GDP 

interval during the period of photostimulation (light blue) and non-stimulation corresponding to 

the raster plot shown in 1. Each dot corresponds to the measured IGIs during non-stimulation 

(“No-Stim”) and stimulation (“Stim”) periods. Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th 

percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. No significant difference 

between. No-Stim and Stim periods was observed (No-Stim: median=6.324 s [iqr=11.04], 

n=59 IGIs, Stim : median=6.696 s [iqr=9.796], n=25 IGIs, Mann-Whitney, U=725.5, p=0.9091). 

C3, GDPs distribution during the stimulation period that correspond to the raster plot shown in 

1. GDP occurrence (black rectangles) as a function of time following 0.1 Hz phasic Ctrl 

stimulations. Twenty consecutive light stimulations were centered to time 0 (blue line). Among 

them, 4 stimuli were followed by GDP in the following second (light blue rectangle, 99th 

percentile=6).  
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Table 1 

 

 

Slices 

0,1 Hz stimulation 
IGI Stim vs No-Stim (ms) Associated GDP 

Stim No stim Statistical 
test Stat Associated 

GDPs Threshold Stat 

20-02-16/2 
(VMT) 

6,200  
(4,619 - 9,858) 

9,052  
(6,944 - 11,160) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p = 
0,0048 

19 10 p<0,01 

20-02-16/3  
(VMT) 5,509 (± 2,224) 6,209 (± 2,079) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 14 12 p<0,01 

20-03-05/2  
(VMT) 

6,324  
(5,239 - 8,091) 

6,200  
(5,146 - 8,618) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 6 7 ns 

20-03-11/1  
(VMT) 

16,717  
(± 7,656) 

23,917  
(± 9,376) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 

↘ : p = 
0,0454 

2 4 ns 

20-03-13  
(VMT) 

3,844 
 (3,472 - 4,464) 

3,720  
(3,286 - 4,216) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 3 10 ns 

20-06-13/1  
(VMT) 

8,381  
(± 2,362) 

8,980  
(± 2,946) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 2 7 ns 

20-06-14/1  
(VMT) 

9,920  
(9,796 - 9,920) 

27,838  
(17,61 - 41,04) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p < 
0,0001 

20 17 p<0,01 

20-08-18/1 
(EC) 

23,250  
(9,176 - 27,28) 

33,108  
(23,100 - 51,000) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 2 2 ns 

20-08-18/2 
(EC) 

9,920  
(9,920 - 10,040) 

32,984  
(15,690 - 56,480) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p < 
0,0001 

20 16,5 p<0,01 

20-08-18/3 
(EC) 

9,052  
(7,936 - 13,270) 

13,268  
(8,928 - 25,170) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 1 4 ns 

20-09-14/1 
(EC) 

11,590  
(± 2,984) 

9,902  
(± 2,610) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 

↗ : p = 
0,0432 

2 4 ns 

20-09-22/1 
(EC) 

9,920  
(5,456 - 9,920) 

6,324  
(5,208 - 7,750) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 20 15 p<0,01 

20-09-26/2 
(EC) 5,187 (± 2,152) 5,282 (± 2,211) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 15 13 p<0,01 

20-09-28/2 
(EC) 

4,092  
(3,100 - 5,394) 

3,844  
(3,100 - 4,836) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 5 9 ns 

20-06-11/1 
(Ctrl) 

4,650  
(3,689 - 5,735) 

5,084  
(4,216 - 5,952) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 3 9 ns 

20-06-11/2 
(Ctrl) 

10,401  
(± 7,728) 

13,260  
(± 6,392) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 2 5 ns 

20-06-11/3 
(Ctrl) 

5,208  
(4,216 - 6,510) 

4,712  
(4,216 - 5,952) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 5 9,5 ns 

20-06-12 
(Ctrl) 

6,696  
(4,960 - 8,866) 

6,324  
(5,332 - 8,184) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 4 6 ns 
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Supplementary Table 1 (related to Figure 4). Effect of VMT, EC and Ctrl photostimulation 

at 0,1 Hz on the IGI and the GDP association to the stimulation. Upward pointing arrow 

means significant increase of IGI; downward pointing arrows mean decrease of IGI. The IGI 

values correspond to the median (25th percentile - 75th percentile) or the mean (± SD). 
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Table 2 

 

Slices 

0,2 Hz stimulation 

IGI Stim vs No-Stim (ms) Associated GDP 

Stim No stim Statistical 
test Stat Associated 

GDPs Threshold Stat 

20-03-05/2  
(VMT) 

6,448  
(5,084 - 7,564) 

8,184  
(6,820 - 11,28) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p < 
0,0001 

5 9 ns 

20-03-13  
(VMT) 

4,216  
(3,224 - 6,510) 

3,472  
(3,100 - 4,464) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↗ : p = 
0,0082 

8 16 ns 

20-06-13/1  
(VMT) 

10,478  
(6,014 - 15,35) 

9,052  
(7,378 - 12,15) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 2 9 ns 

20-06-14/1  
(VMT) 

4,960  
(4,960 - 5,084) 

13,888  
(7,068 - 37,45) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p = 
0,0005 

24 23,5 p<0,01 

20-06-15/1  
(VMT) 

4,836  
(3,720 - 6,200) 

4,526  
(3,503 - 6,417) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 11 14 ns 

20-08-18/1 
(EC) 

12,772  
(8,928 - 41,660) 

12,772  
(5,332 - 71,050) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 5 4,5 p<0,01 

20-08-18/2 
(EC) 

4,960  
(4,960 - 5,084) 

31,062  
(10,230 - 39,800) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p < 
0,0001 

32 28,5 p<0,01 

20-08-18/3 
(EC) 

8,060  
(5,115 - 16,930) 

20,212  
(17,730 - 25,670) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p = 
0,0031 

3 6 ns 

20-09-14/1 
(EC) 

10,168  
(8,742 - 12,030) 

10,106  
(8,649 - 11,970) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 4 7 ns 

20-09-22/1 
(EC) 

4,960  
(4,960 - 4,960) 

26,722  
(12,68 - 45,04) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 

↘ : p < 
0,0001 

40 37 p<0,01 

20-09-26/2 
(EC) 

4,960  
(4,836 - 5,084) 

6,014  
(3,410 - 8,773) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 37 33 p<0,01 

20-09-28/2 
(EC) 4,567 (± 1,640) 4,346 (± 1,544) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 10 16 ns 

20-06-11/1 
(Ctrl) 5,568 (± 1,804) 5,505 (± 2,351) 

Two-tailed 
Unpaired t 

test 
ns 12 12 ns 

20-06-11/2 
(Ctrl) 

3,348  
(1,364 - 13,890) 

11,656  
(2,046 - 16,740) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 8 8 ns 

20-06-11/3 
(Ctrl) 

6,696  
(5,270 - 8,742) 

6,324  
(5,084 - 8,370) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 7 14 ns 

20-06-12 
(Ctrl) 

6,200  
(4,774 - 9,858) 

5,642  
(4,805 - 7,471) 

Two-tailed 
Mann-

Whitney 
ns 6 14 ns 

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 

The copyright holder for this preprintthis version posted June 4, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.06.03.494656doi: bioRxiv preprint 



Supplementary Table 2 (related to Figure 4). Effect of VMT, EC and Ctrl photostimulation 

at 0,2 Hz on the IGI and the GDP association to the stimulation. Upward pointing arrow 

means significant increase of IGI; downward pointing arrows mean decrease of IGI. The IGI 

values correspond to the median (25th percentile - 75th percentile) or the mean (± SD). 
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Figure S5. Supplementary electrophysiological and anatomical properties of patched 

CA1 slm GABAergic neurons. 

(A) Monosynaptic GABAergic responses evoked on CA1 slm GABAergic neurons, at the 

EPSCs reversal potential (0 mV), by EC (bottom, blue) but not by VMT (top, red) LED 

photostimulation (3 ms light pulse, blue rectangle). The monosynaptic GABAergic responses 

evoked by EC photostimulation were blocked by GABAAR inhibitor, SR95531. The light traces 

correspond to the sweeps and the average trace is shown in dark. 

(B) From the left to the right: delay, paired pulse ratio (PPR), and NMDA/AMPA (N/A) peak 

amplitude ratio measured on CA1 slm GABAergic neurons after photostimulation of VMT or 

EC inputs. PPR was measured by two 3-ms light pulses at 20 Hz. Red filled dots correspond 

to cells responding to VMT photostimulation. Dark blue filled dots correspond to cells 

displaying large EPSCs whereas light blue filled dots correspond to cells displaying small 

EPSC to EC photostimulation. Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th percentiles and 

whiskers represent the 5th to the 95th percentile. No significant difference between VMT (n=10 

cells) and EC (n=11 cells) was observed for the delay (Mann-Whitney test, U=31,50, 

p=0.1017) and the PPR (Mann-Whitney test, U=46, p=0.5573). No significant difference 

between VMT (n=9 cells) and EC (n=9 cells) was observed either for N/A peak amplitude ratio 

(Mann-Whitney test, U=39, p=0.9314). 

(C) Left panel: representative maximum intensity projections of confocal z-stacks showing 

innervation of a patched CA1 slm GABAergic neuron by VMT afferents. Inset: single optical 

sections (thickness 0.4 µm) showing magnifications of contacts (arrow heads) between a 

patched neuron dendrite (green) and fibers from the VMT (red). Scale bars: 20 µm for the 

principal image; 2 µm for the insert. Middle panel: Putative contacts number per plan between 

patch CA1 slm GABAergic neurons and VMT axons. Filled dots correspond to responding 

cells and empty dots correspond to no-responding cells. Each boxplot shows the 25th, 50th 

and 75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. Significant 

difference between responding cells (“With EPSC”, n=14 cells) and no-responding cells 

(“Without EPSC”, n=11 cells) was observed (Mann-Whitney, U=21, p=0.0014). Right panel: 

Patched cell volume / VMT axons volume ratio compared between responding cells (With 

EPSCs) and no responding cells (Without EPSCs). Filled dots correspond to responding cells 

and empty dots correspond to no-responding cells. Each boxplot shows the 25th, 50th and 

75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 95th percentile. No significant difference 

between responding cells (With EPSC, n=14 cells) and no-responding cells (Without EPSC, 

n=11 cells) was observed (Mann-Whitney, U=46, p=0.0954). 
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(D) Same as (C) but for Chronos/tdTomato injection in P0 SWISS mouse pups' entorhinal 

cortex. Scale bars: 20 µm for the principal image; 2 µm for the insert. Significant difference 

between responding cells (“With EPSC”, n=17 cells) and no-responding cells (“Without 

EPSC”, n=9 cells) was observed for the number of contacts (Mann-Whitney, U=24, p=0.0035). 

No significant difference between responding cells (With EPSC, n=16 cells) and no-

responding cells (Without EPSC, n=9 cells) was observed for the patched cell volume / EC 

axons volume ratio (Mann-Whitney, U=53, p=0.3014).  

(E) Proportion of putative neurogliaform-like (NGF) and non-neurogliaform-like (slmINs) cells 

that received or not monosynaptic contacts from the VMT and the EC fibers present in the 

CA1 slm. The proportion of NGF responding to the photostimulation was significantly greater 

than that of slmINs (NGF: n=28 cells, With EPSC=85.71 %, Without EPSC=14.29 %; slmINs: 

n=37 cells, With EPSC=51.35 %, Without EPSC=48.65 %; Fisher’s exact test, p=0.0042). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 

The copyright holder for this preprintthis version posted June 4, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.06.03.494656doi: bioRxiv preprint 



Supplementary 6

VMT EC
0

2

4

6

8

10

D
el

ay
 (m

s)

VMT EC
0

50

100

150

EP
SC

 a
m

pl
itu

de
 (p

A)

0

5

10

15

20

*

St
im

Fr
eq

ue
nc

y 
/ N

o-
st

im
fre

qu
en

cy
(H

z)
1 s

40 pA

Control

SR95531

A

B C

ns ns

.CC-BY-NC-ND 4.0 International licensemade available under a
(which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. It is 

The copyright holder for this preprintthis version posted June 4, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.06.03.494656doi: bioRxiv preprint 



Figure S6. Supplementary electrophysiological properties of patched CA1 pyramidal 

neurons during stimulation of the VMT inputs. 

(A) From the left to the right: Amplitude and delay measured on CA1 pyramidal neurons that 

respond to the photostimulation of VMT or EC inputs. Red filled dots correspond to cells 

responding to VMT photostimulation and blue filled dots correspond to EC photostimulation. 

Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th percentiles and whiskers represent the 5th to the 

95th percentile. 

(B) Top panel: Spontaneous EPSCs recorded without drug at -75 mV from a CA1 pyramidal 

cell interrupted by the application of a 10-light pulses train at 20 Hz (3 ms each light pulse, 

blue lines). The light red traces correspond to the sweeps and the average trace is shown in 

dark red. The light blue rectangle corresponds to the second following the onset of the first 

light pulse, named stimulation period (“Stim”). The rest is the non-stimulation period (“No 

stim”). Bottom panel: Same as the top panel but after application of the GABAAR blocker 

SR95531. 

(C) Stimulation period EPSCs frequency normalized by the no-stimulation period EPSCs 

frequency measured without (Ctrl) and with GABAAR blocker (SR95531). Each light grey dot 

represents a cell, the red dots correspond to the means. Paired comparisons between Control 

and SR95531 periods were tested using the Wilcoxon test (n=7 cells, W=-24.0, p=0.0469). 
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Figure S7. Controls for in vivo inhibition experiments with the DREADD receptor 

(A) Coronal sections showing the location of the cannula and the glass window above the 

intermediate hippocampus. The VMT (top) and EC (bottom) fibers, in red, were also present 

under the field of view (FOV) in the slm of CA1. Scale bars: 500 µm.  

(B) The ratio of calcium transients within SCEs over the total number of transients (left panel) 

and transient frequency (right panel), measured in P6-P8 mouse pups during the 0-10 epoch 

(N=12 animals), were compared with those described in a previous study (N=13 animals (Dard 

et al., 2022). Each dot represents one animal and the black line corresponds to the median. 

No difference was observed for the transient in SCEs ratio (Mann-Whitney test, U=55, 

p=0.2254) and for the transient frequency (Mann-Whitney test, U=57, p=0.2701). 

(C) FOV of the stratum pyramidale imaged during the 0-10 (left) and 40-50 (middle) periods 

from Emx1-Cre or VGluT2-Cre newborn mouse pups injected in the EC or VMT with mCherry 

or inhibitory DREADD virus. Scale bars = 100 µm. On the right, the contour map of imaged 

neurons from the FOV. Inferred so/sp GABAergic neurons in red (so/spINs), inferred pyramidal 

cells in green (Pyr). 

(D) Raster plots showing neuronal activity as a function of time during the 0-10 (white) and 40-

50 (light gray) periods of a newborn mouse pup injected with inhibitory mCherry virus. Graphs 

below represent the percentage of active cells as a function of time for both periods. 

(E) Same as (D) for animal stereotaxically injected at P0 with DREADD and subcutaneously 

with saline solution during calcium imaging experiment. 

(F) Cell transient frequency of mCherry/CNO (n=1615 cells, N=2 animals, left panel) and 

DREADD/Saline (n=2032 cells, N=3 animals, right panel) controls during 0-10 (light gray) and 

40-50 (dark gray) epochs. Each boxplot shows the 25th, 50th and 75th percentiles and 

whiskers represent the 5th to the 95th percentile. The transient frequency was not different 

between the 0-10 and the 40-50 epochs for both mCherry/CNO (0-10: median=0.57 

transient/min [iqr=8.90]; 40-50: median=0.57 transient/min [iqr=9.67]; Wilcoxon test, W=-

48137, p=0.1650) and DREADD/Saline (0-10: median=0.86 transient/min [iqr=15.22]; 40-50: 

median=0.96 transient/min [iqr=14.54]; Wilcoxon test, W=6717, p=0.8923). 

(G) Transients frequency measured during 40-50 period in so/sp GABAergic neurons 

(so/spINs) and pyramidal cells (Pyr) normalized by 0-10 epoch transients frequency for 

mCherry/CNO (left) or DREADD/Saline (right) mice. Each plot shows the 50th and 95th 

percentile. For the mCherry/CNO, the median was not different from 100 for both so/spINs 
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(n=126 cells, median=100 % [iqr=1300], One sample Wilcoxon test, theoretical median 100, 

W=1233, p=0.1338) and Pyr (n=1299 cells, median=93.32 % [iqr=1500], One sample 

Wilcoxon test, theoretical median 100, W=-35702, p=0.1868). Similarly, for DREADD/Saline 

condition, there was no difference for for both so/spINs (n=282 cells, median=94.85 % 

[iqr=5000], One sample Wilcoxon test, theoretical median 100, W=2601, p=0.3429) and Pyr 

(n=1498 cells, median=91.22 % [iqr=4000], One sample Wilcoxon test, theoretical median 

100, W=30869, p=0.3567). 

(H) Animal behavior (number of movements, left panel; total movements duration, right panel; 

N= 9 animals) during the 0-10 and 40-50 epochs. Each black dot represents one animal. The 

number of movements was significantly different between 0-10 and 40-50 epochs (0-10: 

median= 55 movements [iqr=84]; 40-50: median= 71 movements [iqr=100]; Wilcoxon test, 

W=40, p=0.0156). The total movements duration was not different between 0-10 and 40-50 

epochs (0-10: median=147.2 s [iqr=196.5]; 40-50: median=92.8 s [iqr=226.4]; Wilcoxon test, 

W=-17, p=0.3594). 
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Figure S8. Control of CNO action time during in vivo extracellular electrophysiological 

recordings in mouse pups. 

(A) Example of an epifluorescence microscopy image of coronal slices of a P6-P8 brain of 

Emx1-Cre mice injected at P0 with DREADD/mCherry virus in the hippocampus, recorded 

with a silicon probe. The arrowhead shows the recording site of the probe stained with DiI. 

Scale bars: 500 µm. 

(B) Normalized CA1 multi-unit activity (MUA) of P6-P8 Emx1-Cre mouse pups injected in the 

hippocampus with the inhibitory DREADD virus, recorded for 1 hour following the 

subcutaneous injection of CNO. Each gray line represents an animal (n=3 animals), the dark 

line corresponds to the mean. 
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Supplementary Movie 1. Light-sheet z-stack of a transparised brain from an Emx1-Cre 

mouse pup injected with Chronos/tdTomato virus in the EC. 

Supplementary Movie 2. Light-sheet z-stack of a transparised brain from a VGluT2-Cre 

mouse pup injected with Chronos/tdTomato virus in the VMT. 

Supplementary Movie 3. Example of an ex vivo calcium imaging movie from a P6 

hippocampal slice from a wild-type mouse pup, injected with Chronos/tdTomato virus 

in the VMT at P0. The white frames correspond to the light stimulation. The movie was sped 

up to ten times the acquisition rate. 

Supplementary Movie 4. Example of an ex vivo calcium imaging movie from a P6 

hippocampal slice from a wild-type mouse pup, injected with Chronos/tdTomato virus 

in the EC at P0. The white frames correspond to the light stimulation. The movie was sped 

up to ten times the acquisition rate. 

Supplementary Movie 5. Example of in vivo calcium imaging movies from P7 Emx1-Cre 

mouse pups injected with an inhibitory DREADD virus in the EC at P0. The left and the 

right parts correspond, respectively, to the first ten minutes (0-10) and the fortieth to fiftieth 

minutes (40-50) after CNO injection. The movie was sped up to ten times the acquisition rate. 

Supplementary Movie 6. Example of in vivo calcium imaging movies from P8 VGluT2-

Cre mouse pups injected with an inhibitory DREADD virus in the VMT at P0. The left and 

the right parts correspond, respectively, to the first ten minutes (0-10) and the fortieth to fiftieth 

minutes (40-50) after CNO injection. The movie was sped up to ten times the acquisition rate. 

Supplementary Movie 7. Example of in vivo calcium imaging movies from a control P7 

VGluT2-Cre mouse pups injected with an inhibitory DREADD virus in the VMT at P0. 

The left and the right parts correspond, respectively, to the ten first minutes (0-10) and the 

fortieth to fiftieth minutes (40-50) after saline injection. The movie was sped up to ten times 

the acquisition rate. 

Supplementary Movie 8. Example of in vivo calcium imaging movies from a control P7 

VGluT2-Cre mouse pups injected with a mCherry virus in the VMT at P0. The left and the 

right parts correspond, respectively, to the ten first minutes (0-10) and the fortieth to fiftieth 

minutes (40-50) after CNO injection. The movie was sped up to ten times the acquisition rate. 
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2. Annexe : Résultats non publiés 

Cette partie présentera un ensemble de résultats préliminaires sur des projets en cours dans l’équipe 
faisant suite au travail présenté précédemment. Ces résultats ont notamment été obtenus en collaboration 
avec Erwan Leprince, doctorant l’équipe.  

2.1 Lien entre activité et mouvement 

Nos résultats ont permis de confirmer le rôle des twitches dans le déclenchement des activations 
synchrones observées lors de la première semaine de vie. Une question sous-jacente était de savoir si 
différents types de twitches entraînaient l’activation d’ensemble de neurones différents et s’il existait 
des patrons d’activités récurrents selon le type de mouvement du souriceau. Pour essayer de répondre à 
cette question nous avons combiné l’enregistrement de l’activité calcique de la région de CA1 avec 
l’enregistrement du comportement du souriceau à l’aide de deux caméras disposées de part et d’autre de 
la souris. Cela nous a permis d’obtenir une annotation précise du comportement des animaux. Nous 
avons ensuite pu analyser la similarité des groupes de neurones actifs suite à chacun des types de 
twitches observés (Figure R1).  
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Figure R1 : Comparaison de l’activation de la région de CA1 en réponse à 4 types de twitches pour un animal 
à P5.  

A et C. Une analyse rapide ne met pas en évidence de plus forte similarité dans les ensembles de neurones activés 

pour des twitches du même membre que pour des membres différents. B. Proportion de cellules recrutées dans la 

seconde suivant un twitch.  HL : patte arrière gauche, FL : patte avant gauche, HR : patte arrière droite, FR : 

patte avant droite, T : queue.  

 

Nos résultats préliminaires semblent indiquer l’absence de patrons d’activation récurrent selon le type 
de twitches. En effet, sur un échantillon de cinq souris entre P5 et P8, nous n’avons jamais observé de 
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groupes de neurones activés préférentiellement suite à un certain type de mouvement. Notre hypothèse 
est donc que le retour sensoriel lié au mouvement transmis à l’hippocampe depuis le cortex entorhinal 
joue un rôle de déclencheur plutôt que de contrôle dans l’organisation des activités synchrones observées 
dans la région de CA1 au cours du développement. Une investigation plus précise du rôle du mouvement 
dans l’activation hippocampique pourrait néanmoins nuancer cette hypothèse. 

2.2 Etudes des circuits contrôlant la maturation de l’innervation périsomatique 

Les résultats présentés jusque-là ne permettent pas de comprendre les mécanismes et/ou circuits 
permettant la maturation de l’innervation périsomatique dans la région de CA1. Nous avons émis 
l’hypothèse que le développement de l’innervation périsomatique issue des interneurones PV dépendrait 
de l’activité des interneurones SST. Afin de tester cette hypothèse nous avons induit l’expression du 
DREADD inhibiteur hM4DGi dans les neurones SST de la région de l’hippocampe puis nous avons 
procédé à une inhibition chronique de ces neurones via des injections de CNO toutes les 8 heures entre 
P3 et P8 ou entre P3 et P11. Suite à cette inhibition chronique nous avons effectué à P9 ou P12 l’imagerie 
calcique et/ou une quantification de l’innervation périsomatique (Figure R2A). Dans le cadre de notre 
hypothèse nous attendions premièrement une réduction de l’innervation périsomatique des cellules PV 
et deuxièmement une réduction de l’inhibition de cellules pyramidales suite au mouvement des 
souriceaux.  
 Dans un premier temps nous avons quantifié le développement de l’innervation périsomatique 
issu des cellules PV au jour postnatal 9 après inhibition chronique des interneurones SST entre les jours 
postnataux 3 et 8 (Figure R2B). Pour cela nous avons utilisé le marqueur synaptotagmin 2 (Syt2), reporté 
comme étant un marqueur fiable des terminaisons des interneurones exprimant la parvalbumine dans le 
cortex (Sommeijer and Levelt, 2012). Par rapport aux souris contrôles (injectées avec le DREADD 
inhibiteur et une solution saline ou avec un rapporteur fluorescent et l’agoniste du récepteur DREADD) 
les souris injectées avec le DREADD et son agoniste montrent une réduction moyenne de 20 % de la 
couverture de la couche pyramidale de CA1 par le marquage syt2. Nous avons donc un moyen 
expérimental de manipuler le développement de l’innervation périsomatique des interneurones PV. Pour 
certains de ces animaux nous avions réalisé l’imagerie calcique dans CA1. L’analyse de ces 
enregistrements n’a pas mis en évidence de changement dans la réduction d’activité observée suite aux 
mouvements des souriceaux (résultats non montrés). L’innervation périsomatique dans la couche 
pyramidale de CA1 est portée par les cellules en panier de type PV mais aussi CCK. Nous avons donc 
cherché à savoir si l’arborisation axonale des interneurones CCK dans la couche pyramidale était altérée 
par l’inhibition chronique des interneurones SST. Nos résultats préliminaires suggèrent que cela n’est 
pas le cas (Figure R2C). On pourrait donc penser que la réduction d’activité des cellules pyramidales 
suite aux mouvements chez les souris après P9 ne serait pas portée par un effet inhibiteur des cellules 
PV mais plutôt par les cellules CCK. Cependant il n’est pas encore possible d’exclure que d’autres types 
d’interneurones soient responsables de cette inhibition. Au-delà de l’inhibition observée suite aux 
mouvements il sera intéressant d’étudier l’impact de cette réduction de l’arborisation des interneurones 
en panier de type PV et notamment sur l’organisation de l’activité de CA1 lors des phases d’immobilité 
et en lien avec le rôle de ces interneurones dans la boucle de rétrocontrôle inhibiteur.  
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3. Conclusion / Synthèse sur les résultats 

L’ensemble des résultats de ce travail de thèse a permis de décrire l’activité dans la région de CA1 de 
l’hippocampe lors des deux premières semaines de vie postnatale chez la souris. Nous avons montré le 
lien déjà établi entre mouvement de la souris et activation de l’hippocampe lors de la première semaine 
de vie. Cette augmentation d’activité en réponse au mouvement de la souris s’observe aussi bien pour 
les cellules pyramidales que pour les interneurones. L’étude du rôle du noyau réuniens et du cortex 
entorhinal, deux régions se projetant dans la région CA1 de l’hippocampe, a permis de mettre en 
évidence la participation du cortex entorhinal dans le déclenchement des activations synchrones tel que 
cela été suggéré. Le noyau réuniens semble lui impliqué dans la modulation de l’activité des cellules 
pyramidales mais pas dans leur synchronisation. Le début de la deuxième semaine de vie postnatale 
marque une transition rapide autant du point de vue anatomique que fonctionnel. En effet, nous avons 
pu mettre en évidence une inversion dans la relation entre mouvement et activité autour de P9. Plus 
précisément, nous avons montré que les cellules pyramidales de la région CA1 de l’hippocampe ont une 
activité réduite suite au mouvement de la souris après P9, au contraire l’activité des interneurones reste 
positivement modulée par le mouvement. Au même âge nous avons observé un développement rapide 
de l’innervation périsomatique inhibitrice sur les cellules de la couche pyramidale de CA1. De plus nous 
avons montré que l’activité de ces axones inhibiteurs est augmentée suite au mouvement. Nous 
proposons donc que le développement de l’arborisation axonale des interneurones permet cette 
transition. Cette transition est également marquée par l’émergence d’activités en dehors des périodes de 
mouvements ce qui traduit le désengagement de l’hippocampe des inputs sensoriels.  

Nous avons pu montrer que le développement de l’innervation périsomatique des interneurones 
PV dépendaits au moins en partie de l’activité des interneurones SST. Cependant une altération de la 
maturation de l’innervation périsomatique issue des cellules PV n’altérait pas l’apparition de l’inhibition 
induite par le mouvement lors de la deuxième semaine de vie postnatale. Une de nos hypothèses est que 
cette inhibition induite par le mouvement serait portée par les interneurones CCK dont le développement 
de leur arborisation axonale ne semble pas altéré par l’inhibition chronique des interneurones SST. Pour 
poursuivre sur le rôle de l’activité dans l’évolution de la région CA1 de l’hippocampe, un protocole 
d’inhibition chronique du cortex entorhinal lors de la première semaine de vie a été mis en place, les 
résultats permettront de mieux comprendre le lien entre mouvement et développement de l’hippocampe. 
Enfin, comme cela a été montré dans le cortex en baril les interneurones générés les plus tôt au cours du 
développement joue un rôle de « hub » et participe à l’intégration des informations sensorielles, 
l’identification des neurones « hub » dans la région CA1 de l’hippocampe et leur lien avec le mouvement 
reste ouverte.  
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1. Objectifs partiels 

1.1 Décrire la connectivité de l’hippocampe pendant le développement 
Nos résultats suggèrent fortement que le changement observé dans l’activité autour de P9 est médié par 
le développement de l’innervation périsomatique sur les cellules pyramidales de CA1. Cela correspond 
à une évolution locale de la connectivité de l’hippocampe. Nous avons utilisé des expériences de traçage 
rétrograde afin de décrire les connexions reçues par les cellules pyramidales et interneurones de la région 
CA1 avant et après P9. Conformément à ce que nous pouvions attendre nous avons pu observer des 
neurones présynaptiques dans le septum médian et dans le cortex entorhinal dès P5. De façon qualitative 
la connectivité longue distance sur les deux types cellulaires ne semblent pas différente avant et après 
P9. Le deuxième point était la description de la connectivité locale dans la région CA1 de l’hippocampe 
autour de la transition que nous avions décrite. Ici notre hypothèse était que le nombre d’interneurones 
de types PV et CCK présynaptiques seraient plus important après P9 qu’avant. Pour tester cette 
hypothèse il faut être capable i) de restreindre l’injection du virus ‘helper’ à CA1, ce qui reste délicat à 
P0, ii) d’obtenir un nombre de cellules pyramidales ‘starter cells’ comparable sur tous les animaux 
(avant et après P9), ce qui dépend également de la précision d’une injection intra-hippocampique chez 
le souriceau, iii) de pouvoir identifier les interneurones PV et CCK parmi les neurones présynaptiques, 
ce qui est compliqué en raison de la non expression de la PV avant la troisième semaine de vie.  

Deux approches permettraient peut-être de contourner ces limitations. La première est basée sur 
des injections virales calibrées de façon à réduire fortement le nombre de cellules ‘starter cells’ jusqu’à 
moins de quatres dans 48 % des cas et une seule dans 16 % des cas (Jacobsen et al., 2021). Cette méthode 
développée pour le traçage chez l’animal adulte se base sur des injections virales successives visant à 
réduire le nombre de ‘starter cells’. Pour cela les auteurs injectent en premier lieu un virus dilué CaMKII-
Cre in utero au stade E13 dans le ventricule latéral, puis chez l’adulte successivement le virus ‘helper’ 
et le virus de la rage modifié. Ce procédé pourrait être adapté au développement. En pratique, plutôt que 
d’injecter un virus ‘helper’ dont l’expression est dépendante de la recombinaison CRE dans 
l’hippocampe d’une souris transgénique où la CRE est exprimée dans les cellules excitatrices, il faudrait 
injecter in utero un virus CamKII-Cre fortement dilué, puis à P0 le virus ‘helper’, et enfin à P5 ou P9 le 
virus de la rage modifié. Une deuxième approche se base sur l’électroporation d’une cellule unique en 
se guidant grâce à l’imagerie à 2 photons. Cette approche a été utilisée récemment pour décrire l’activité 
des interneurones présynaptiques des cellules de lieu dans la région CA1 de l’hippocampe (Geiller et 
al., 2022). Cette étude montre notamment que chez la souris adulte environ 91 % des entrées locales sur 
une cellule pyramidale proviennent d’interneurones, avec en moyenne 117 interneurones contactant la 
cellule pyramidale ‘starter cell’ ((Geiller et al., 2022) - Extended data fig.1). En combinant une de ces 
deux approches avec des immunomarquages dirigés contre les interneurones et contre les interneurones 
CCK spécifiquement il serait envisageable en se focalisant sur la couche pyramidale de quantifier le 
nombre de cellules CCK et PV (interneurones non CCK de la couche pyramidale) connectant les cellules 
pyramidales avant et après P9.  

1.2 Imagerie calcique chronique lors des deux premières semaines de vie postnatale 

L’ensemble des résultats présenté ici se base sur la description de l’activité observée à un instant donné. 
En effet, il n’a pas été possible d’enregistrer l’activité dans la région CA1 au cours de plusieurs jours 
chez le souriceau avant P12. Ce suivi longitudinal devient plus réaliste à partir de la troisième semaine 
de vie (des données non présentées ont par exemple été obtenues sur le même animal entre P12 et P16). 
Afin de faciliter le suivi d’un même animal après P12, ou de le rendre possible à des stades plus précoces, 
l’option de l’imagerie à 3 photons est celle qui est retenue. Cette technique d’imagerie permet en effet 
d’enregistrer l’activité des neurones de l’hippocampe en conservant le cerveau intact (Horton et al., 
2013; Ouzounov et al., 2017, 2019). Les premiers tests que nous avons pu réaliser dans le laboratoire 
de Chris Xu ne nous ont pas permis d’enregistrer dans la région CA1 de l’hippocampe chez le souriceau 
mais laissent penser que cela serait effectivement possible.  

1.3. Meilleure compréhension du lien entre mouvement, activité et maturation de CA1 

La compréhension du lien entre les twitches, l’activation de la région CA1 et la maturation de 
l’hippocampe reste une question ouverte. Une première question est de savoir si les twitches sont 
nécessaires à la maturation anatomique et fonctionnelle de la région de CA1 et si oui en quoi. Une 
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seconde question est de savoir si les twitches seraient liés à des patrons d’activation prédictibles et / ou 
récurrents on non. Répondre à cette question est en effet important puisque cela pourrait conduire à une 
interprétation différente du rôle des twitches dans le contrôle de l’activité du réseau hippocampique en 
développement, ainsi que sur leur contribution à la maturation d’activités dépendantes de l’hippocampe.  
A- Influence des ‘twitches’ sur la maturation de la région CA1 de l’hippocampe 
Dans le but d’étudier l’impact des twitches dans la maturation de CA1 au cours du développement, une 
première approche envisagée a été une restriction du comportement moteur lors des premiers jours de 
vie postnataux. Cette restriction entraîne un développement anormal des cartes sensorimotrices et 
conduit à des troubles du mouvement. L’avantage de cette méthode est sa relative simplicité, et elle a 
déjà été mise en place (Delcour et al., 2018). L’inconvénient principal est que même si le retour sensoriel 
lié aux twitches est probablement altéré, nous ne savons pas dans quelle mesure cela modifie l’activation 
de la région de CA1. Une solution pourrait être de décrire l’effet de la restriction sur l’activité dans CA1 
en phase aiguë avant de tester une restriction chronique. Un deuxième inconvénient de cette méthode 
est son impact général sur l’ensemble du circuit permettant le retour sensoriel lié au mouvement et pas 
uniquement au niveau de l’hippocampe. Une approche plus fine dans cette même direction pourrait être 
l’utilisation de souris transgéniques conditionnellement déficientes pour les récepteurs proprioceptifs. 
Cela permettrait de conserver l’initiation des twitches en supprimant le retour sensoriel associé. Cette 
approche resterait également limitée par son impact sur tout le circuit entre la contraction musculaire et 
l’activation de l’hippocampe. Enfin, la dernière approche que nous avons voulu mettre en place est 
l’inhibition chronique du cortex entorhinal. En effet le cortex entorhinal étant le dernier relais dans la 
transmission de l’information sensorielle liée au mouvement vers l’hippocampe. Cette approche ne 
permet pas de répondre directement au rôle des twitches puisqu’elle n’influe pas sur leur génération 
mais permettrait de bloquer le retour sensoriel à l’hippocampe qu’ils génèrent. Même s’il se pourrait 
que, comme dans le cortex, des bouffées d’activations synchrones dans le cortex entorhinal soient 
observées indépendamment d’un mouvement (An et al., 2014; Khazipov et al., 2004), cette approche 
garantit une meilleure spécificité qu’une restriction du comportement moteur. Après avoir montré que 
l’inhibition du cortex entorhinal entraîne une diminution de l’activation synchrone dans CA1 nous nous 
sommes donc intéressés aux conséquences de son inhibition chronique au cours de la première semaine 
de vie. L’inhibition chronique du cortex entorhinal entre P15 et P21 prévient le développement 
expérience-dépendant de l’innervation périsomatique provenant des interneurones CCK sur les cellules 
granulaires du gyrus denté sans affecter l’innervation périsomatique inhibitrice provenant des 
interneurones PV (Feng et al., 2021). Nous proposons donc que l’inhibition chronique du cortex 
entorhinal lors de la première semaine de vie postnatale altérerait le développement de l’arborisation 
axonale des CCKBCs mais pas de PVBCs. Si cette hypothèse venait à être vérifiée nous pourrions 
premièrement conclure à l’existence de deux circuits différents dans le développement des circuits 
inhibiteurs locaux, un dépendant du mouvement et du cortex entorhinal permettant le développement 
des CCKBCs et un dépendant de l’activité des SST de l’hippocampe permettant la maturation des 
PVBCs. En complément l’imagerie des cellules pyramidales en deuxième semaine de vie permettra de 
savoir si l’activité du cortex entorhinal lors de la première semaine est impliquée dans l’inversion de la 
relation entre mouvement et activité décrite à P9.  

B- Modélisation de l’influence du mouvement sur l’activité de CA1 
Nos résultats préliminaires laissent penser que les patrons d’activation observés en première semaine de 
vie seraient similaires et indépendants du type de twitches. Cependant, nous avons considéré plusieurs 
approches qui pourraient permettre d’étudier plus finement le lien potentiel entre twitches et activation 
de la région de CA1. Une première approche se base sur un modèle de transition de probabilité dans une 
séquence d’événements (Meyniel et al., 2016). Ce modèle permet en se basant sur la probabilité de 
transition d’estimer un niveau de surprise à la présentation d’un événement. Cela permet ensuite de 
corréler le niveau d’activation neuronale observée avec la surprise estimée. Nous avons tenté 
d’appliquer cette méthode à nos données combinées d’imagerie calcique et de comportement. Ici notre 
hypothèse est que la réponse de l’hippocampe serait plus faible lorsqu’un twitche est plus probable. 
Malheureusement cela n’a pas encore aboutit. Une deuxième approche est de poser directement la 
question de savoir s’il est possible de prédire l’activité (à l’échelle de la population et du neurone unique) 
directement par la visualisation du comportement de l’animal, ou inversement s’il est possible de prédire 
le comportement à partir des données d’imagerie uniquement. Cette approche se base sur de 
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l’apprentissage profond non supervisé. S’il était possible de prédire le comportement de l’animal à partir 
des données d’imagerie cela sous-tendrait l’existence d’une structure dans l’activité neuronale 
jusqu’alors non mise en évidence. Enfin, CEBRA, une méthode récemment développée pourrait peut-
être répondre à ce besoin (Schneider et al., 2022). Cette méthode est basée sur de l’apprentissage profond 
non supervisé permettant l’interprétation simultané de comportement et de l’activité multi-neuronale. 
Cette approche permet également de décoder le comportement de l’animal à partir de l’analyse de 
l’activité de la population de neurones enregistrés. Il serait donc envisageable de l’utiliser et d’entraîner 
ce réseau de neurones artificiels à produire le film de comportement du souriceau à partir des données 
d’imagerie calcique. Si le comportement était prédit de façon correcte on pourrait conclure qu’il existe 
une structure sous-jacente liée aux mouvements dans l’activité de CA1 lors du développement postnatal 
précoce. 

1.4 Rôle de l’activité précoce dans la maturation de la région CA1 de l’hippocampe 

Les activités coordonnées observées lors du développement précoce dans l’hippocampe sont supposées 
essentielles pour le bon développement des circuits hippocampiques. Comme cela a été introduit dans 
le contexte du cortex visuel et du cortex en baril, le développement peut être dépendant de l’activité 
et/ou de l’expérience. De plus, les activités dans le cortex en développement peuvent être permissives 
ou instructives dans la mise en place des circuits neuronaux. Dans le contexte de l’hippocampe, et 
principalement lors de la première semaine de vie, nous proposons que l’activité participerait au 
développement de la région CA1 notamment en permettant la maturation des circuits inhibiteurs locaux 
au niveau de la couche pyramidale. Nous avons envisagé deux approches présentées dans les deux 
parties suivantes pour avancer sur cette problématique. 

A- Participation de l’activité des interneurones hub 
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction, une sous population d’interneurones qualifiée de 
neurones hub joue un rôle important dans la coordination des activités du réseau de l’hippocampe en 
développement. Dans le cortex en barils en développement, ces neurones semblent être déterminant 
dans le lien entre stimulation sensorielle et maturation locale des interneurones PV. Le rôle potentiel 
des neurones hub dans la coordination des activités de la région CA1 in vivo lors du développement 
ainsi que leur implication dans la maturation du réseau reste une question ouverte. Plusieurs approches 
peuvent être envisagées pour adresser ces questions.  

Une manière indirecte de cibler ces interneurones est d’utiliser le fait qu’il s’agit souvent 
d’interneurones SST. Nous avons tiré avantage de cette approche et montré que l’activité des 
interneurones SST participe au développement de l’arborisation axonale des interneurones PV au sein 
de la couche pyramidale de la région de CA1. Il est donc possible que les interneurones hub contribuent 
à ce phénomène activité dépendant. Ce résultat soulève de nouvelles questions quant aux mécanismes 
sous-jacents. Ici deux hypothèses ont été envisagées. La première serait que via une connexion directe 
entre les interneurones SST et PV permettrait au premier d’induire l’activité des seconds et que cela 
permettrait la maturation des cellules PV. Afin de tester cette hypothèse il est envisageable de tester les 
connexions entre ces deux types cellulaires grâce à de l’électrophysiologie in vitro. Une deuxième 
hypothèse est liée à l’activité paracrine des cellules SST. En effet il a été récemment montré une 
régulation positive du développement de l’innervation périsomatique inhibitrice issue des interneurones 
PV par un mécanisme paracrine dépendant des interneurones SST (Su et al., 2020).  

Du point de vue fonctionnel, plusieurs options sont possibles pour décrire plus précisément le 
rôle des potentiels neurones hub dans les activités développementales de la région de CA1. De façon 
directe une première option possible serait d’utiliser une lignée de souris transgéniques permettant 
d’identifier les interneurones exprimant le récepteur M2 (exprimé par les interneurones hub in vitro et 
par les cellules TORO - voir introduction) tout en réalisant l’imagerie calcique in vivo à l’échelle de la 
population entière (Szabo et al., 2022). Cette approche permettrait à la fois de décrire le lien entre 
mouvement et activité d’une population d’interneurones au sein de laquelle il est très probable de 
retrouver des neurones hub et de décrire le lien fonctionnel entre l’activité de ces neurones, l’activité 
des cellules pyramidales et celle des autres interneurones. Une deuxième option serait, comme cela a 
déjà été utilisé dans l’équipe, de combiner l’imagerie de la couche pyramidale de la région de CA1 avec 
la photostimulation ou photoinhibition ciblée des interneurones SST. Nous avons tenté la 
photostimulation ciblée d’interneurones SST combinée avec l’imagerie calcique dans la région CA1 sur 
quelques animaux à P7 sans résultats probants, cela pourrait être réalisé à nouveau.  
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D’un point de vue anatomique, il serait précieux d’étudier les connexions entrantes et sortantes 
de ces neurones. Pour cela nous nous appuierions sur les approches de traçage rétrograde déjà évoquées 
précédemment en restreignant le groupe de ‘starter cells’ aux interneurones SST ou même plus 
spécifiquement aux interneurones générés les plus tôt en combinant traçage rétrograde et ‘genetic fate 
mapping’.  Inversement le traçage antérograde permettrait de déterminer les connexions sortantes de ces 
cellules. 

 

B- Participation des entrées extrinsèques  
Nos résultats ont mis en évidence le rôle du cortex entorhinal dans le déclenchement des activités 
synchrones en première semaine de vie postnatale. La question de la participation des entrées 
entorhinales sur l’hippocampe à la maturation de CA1 a déjà été discutée via le lien avec les twitches. 
Le deuxième type d’entrées que nous avons étudié est celui en provenance du thalamus ventro-médian. 
Ces entrées excitatrices sur l’hippocampe participent à la modulation de l’activité des cellules 
pyramidales via un effet sur les interneurones du stratum lacunosum moleculare mais n’ont pas d’impact 
majeur sur le déclenchement des activités synchrones in vivo lors de la première semaine de vie. Cela 
est consistent avec le rôle de ce noyau thalamique montré chez l’adulte, où il joue notamment un rôle 
de relais entre le cortex préfrontal et l’hippocampe (voir revue (Dolleman-van der Weel et al., 2019)). 
Puisque nous avons décrit l’apparition d’activités indépendamment des mouvements des souriceaux lors 
de la deuxième semaine de vie postnatale, il est possible que ce noyau soit impliqué dans la maturation 
du réseau de CA1 lors de cette période développementale. Une troisième région marquée dans nos 
expériences de traçage rétrograde sur l’hippocampe est le septum médian. Il serait envisageable 
d’étudier la participation des projections du septum médian à la coordination des activités précoces de 
CA1 in vivo. 

2. Un maillon manquant : imagerie de l’activité dans les 3ème et 4ème semaines de vie ? 

Ce travail de thèse initialement pensé pour étudier l’émergence des séquences et assemblées telles que 
décrites dans l’hippocampe de la souris adulte a finalement porté sur la description de l’évolution de 
l’activité neuronale dans la région CA1 de l’hippocampe au cours des deux premières semaines de vie 
postnatale. Afin de se rapprocher de cette question initiale, cette partie abordera les maillons manquants 
de la séquence développementale aboutissant à l’émergence de ces patrons d’activités. La deuxième 
semaine de vie est marquée par l’apparition soudaine d’une réduction de l’activité des cellules 
pyramidales de CA1 avec une forte activation désynchronisée de ces dernières lors des périodes 
d’immobilité de la souris. Ces résultats sont en contraste avec la description de l’activité dans CA1 chez 
la souris adulte caractérisée, de façon schématique, par une augmentation de l’activité lors des périodes 
de courses ou d’exploration et par une activité hors sharp-wave ripple (SW) lors des périodes 
d’immobilité. Nous avons des raisons de penser qu’après l’ouverture des yeux (P13) et en association 
avec le début de l’exploration active de son environnement par l’animal les troisième et quatrième 
semaines correspondent à une période développementale dépendante de l’expérience aboutissant à de 
nouvelles transitions majeures.  

2.1 Renversement de la relation mouvement-activité ? 

Dès la quatrième semaine de vie postnatale, comme chez la souris adulte, une augmentation de l’activité 
dans la région de CA1 est observée en association avec la locomotion (Cretella en cours). Cela suggère 
que l’inhibition observée dans CA1 suite au mouvement de l’animal n’est que transitoire. De façon 
similaire, une inhibition transitoire est également présente dans le cortex en baril en réponse à la 
stimulation des vibrisses au début de la deuxième semaine de vie (Bollmann et al., en révision). Cette 
période marquée par une inhibition transitoire coïncide avec le développement abrupt de l’innervation 
périsomatique inhibitrice dans ces deux régions corticales. On pourrait proposer que durant cette période 
cet accroissement rapide de l’innervation périsomatique inhibitrice reçu par les cellules excitatrices 
causerait une inhibition transitoire en conséquence d’un déséquilibre temporaire d’une balance 
excitation / inhibition dans le réseau local.  

Une augmentation de l’activité neuronale lors des périodes de course ou d’exploration est 
observée dans plusieurs autres régions corticales (pour le cortex visuel voir par exemple (Stringer et al., 
2019)). Nous nous attendons donc à ce qu’une transition en ce sens se produise lors de la troisième 
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semaine de vie. Une telle transition pourrait être liée à l’apparition du comportement exploratoire qui 
modifierait profondément l’état cérébral global de l’animal et par conséquent l’activité de l’hippocampe. 
Cette augmentation globale de l’activité neuronale est notamment portée par des effets 
neuromodulateurs (voir revue (Lee and Dan, 2012)) et notamment via le locus coeruleus qui fournit une 
source d’innervation adrénergique à l’hippocampe et au néocortex (Berridge and Waterhouse, 2003). 
Cette innervation adrénergique impliquée dans la régulation de l’état d’éveil et des activités corticales 
associées à cet état (voir revue (Berridge and Waterhouse, 2003)) se met en place au cours du 
développement postnatal autour de P9 chez le rat (Foote and Morrison, 1987; Levitt and Moore, 1979).    

2.2 Emergence de l’activité séquentielle et des assemblées lors de la 4ème semaine ?  

L’analyse de nos données n’a jamais donné lieu à la mise en évidence d’activation neuronale 
séquentielle et récurrente comme cela est bien décrit dans l’hippocampe adulte. Nous n’avons pas non 
plus observé d’organisation en assemblées neuronales. L’émergence de ces patrons d’activités au cours 
du développement commence à être décrite (Figure D1). Chez le rat juvénile, naviguant dans un 
environnement linéaire vraisemblablement indicé, les premières séquences formées par des cellules de 
lieu sont observées à partir de P15 (Farooq and Dragoi, 2019; Muessig et al., 2019). Ces deux études 
montrent également l’apparition de l’activité séquentielle compressée au sein d’un cycle thêta – appelée 
dans la suite thêta séquence - entre P23 et P25. Chez la souris adulte se déplaçant dans un environnement, 
une thêta séquence récapitule au sein d’un cycle thêta la séquence de cellules de lieu observée à l’échelle 
temporelle du déplacement de l’animal dans son environnement. Ainsi une thêta séquence est constituée 
par l’activation rapprochée des cellules de lieu des champs de positions précédents, présents et futurs. 
De par cette caractéristique il est proposé que ces thêta séquences participent à la formation de mémoire 
apparentée à la mémoire épisodique, mais aussi à la planification d’un trajectoire de navigation (pour 
revue voir par exemple (Drieu and Zugaro, 2019)). Un troisième type d’activité séquentielle lié à la 
prélecture ou relecture des séquences de cellules de lieu est caractérisé dans l’hippocampe. Ce type 
d’activité séquentielle se produit à une échelle de temps très courte dans la composante ripple des 
oscillations de type ‘sharp-wave ripples’ se produisant lors des phases d’éveil calme ou de sommeil lent. 
La suppression de ces événements de relecture lors des phases de sommeil lent suivant un apprentissage 
perturbe la consolidation de ce dernier (Girardeau et al., 2009). Le rôle fonctionnel des événements de 
prélecture dans la formation ou la consolidation d’une mémoire ou d’un apprentissage n’est pas 
clairement défini. Ces événements sont proposés être un « réservoir » préexistant de séquences (Dragoi 
and Tonegawa, 2011, 2013, 2014). A la résolution temporelle de l’imagerie calcique ces événements de 
type prélecture / relecture sont décrits comme des événements synchrones recrutant une partie des 
cellules impliquées dans une séquence observée à l’échelle temporelle du comportement (Malvache et 
al., 2016). Au cours du développement cette activité séquentielle lors des événements de prélecture ou 
relecture se met en place entre P17 et P24 (Farooq and Dragoi, 2019; Muessig et al., 2019); pour revue 
voir (Cossart and Khazipov, 2022)). 
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ces données, plusieurs travaux sont en cours dans l’équipe. Premièrement, l’équipe s’intéresse à savoir 
si les cellules localisées dans les parties profondes et superficielles de la couche pyramidale sont 
impliquées de la même façon dans l’émergence des activités séquentielles. Deuxièmement, au-delà de 
l’influence d’une date de naissance embryonnaire similaire, l’équipe cherche à savoir comment 
s’organise l’activité des cellules ayant une même origine clonale par rapport à des cellules non 
apparentées.  
 

3. Désengagement des inputs sensoriels : un processus développemental commun au 

cortex ?  

Chez la souris adulte, l’activité neuronale dans le cortex adulte est décrite comme une activité 
permanente sur laquelle s’ajoute des activations liées à des stimuli sensoriels externes (voir par exemple 
(Buzsáki, 2006) – chapitre 10 ; (Ringach, 2009)). En d’autres termes l’activité d’une région corticale 
combine des informations internes – en provenance d’une autre région – avec des informations externes 
provenant de stimulations sensorielles. Par exemple, le cortex visuel primaire combine des informations 
relatives aux mouvement des muscles de la face (Stringer et al., 2019) ou relatives à la locomotion (voir 
par exemple  (Keller et al., 2012; Vinck et al., 2015)) avec des informations liées aux stimuli visuels. 
Ces constatations s’étendent à de nombreuses régions telles que le cortex frontal, aux régions 
sensorimotrices, l’hippocampe, le striatum, le thalamus (Stringer et al., 2019). Par exemple dans le 
cortex visuel ces informations en provenance d’autres régions corticales sont pensées permettre à 
l’animal de créer une représentation mentale précédent l’expérience visuelle. Dans ce contexte un 
stimulus visuel est alors comparé à ce qui était attendu, c’est la théorie du codage prédictif (pour revue 
voir par exemple (Keller and Mrsic-Flogel, 2018; Ringach, 2009)). Dans cette théorie, une information 
provenant d’un stimulus externe est donc comparée à une représentation préexistante issue 
d’informations dites internes, et permet l’actualisation de la représentation. Il apparaît donc qu’une 
grande partie de l’activité corticale est désengagée des entrées sensorielles.  

Ce constat est en opposition avec la description que nous avons faite de l’activité de la région 
de CA1 lors du développement postnatal précoce. Il ressort de nos résultats qu’une première étape de 
désengagement des entrées sensorielles se produit autour de P9 possiblement en lien avec le 
développement du réseau inhibiteur local. Cependant, nous ne pouvons pas montrer que l’activité se 
produisant lors des phases de non-mouvement lors de la deuxième semaine de vie postnatale est 
indépendante de toutes modalités sensorielles ni qu’elle ne porte une représentation interne de 
l’environnement du souriceau. Comme discuté précédemment, l’émergence de ces représentations 
portées par des activités séquentielles dans l’hippocampe est plus tardive au cours du développement. 
Cependant, le désengagement de l’entrée sensorielle pouvant être associée à une transition entre activité 
discontinue et activité continue semble être une première étape critique. Cette partie s’intéressera à ce 
phénomène dans le cortex visuel et dans le cortex en baril.  

Comme dans l’hippocampe, l’activité dans le cortex visuel lors de la première semaine de vie 
postnatale est très discontinue. Elle se caractérise par l’alternance entre des activités neuronales 
synchrones associées aux oscillations de types spindle burst générées par les vagues rétiniennes (voir 
introduction pour la participation des vagues rétiniennes au développement du système visuel) et des 
périodes de silence de longue durée pouvant s’étendre jusqu’à plusieurs dizaines de secondes 
(Colonnese et al., 2010). Chez le rat cette activité corticale devient très rapidement continue à P12 après 
une période transitoire entre P8 et P11 marquée par l’apparition des premières réponses à des flashs 
lumineux avant l’ouverture des yeux (Colonnese et al., 2010). L’émergence de cette continuité dans 
l’activité du cortex visuel permet une transition vers un traitement de l’information visuelle plus proche 
de celle observée chez l’animal adulte, juste avant l’ouverture des yeux et le début de l’exploration 
active de son environnement par le souriceau (Colonnese et al., 2010). Cette même étude reporte 
également l’apparition d’une modulation de l’activité corticale par l’état général du cerveau entre P13 
et P15 possiblement en lien avec une évolution des systèmes neuromodulateurs.  

Ce même type de transition d’une activité discontinue vers une activité continue est observée 
dans le cortex en baril autour de P7-8 ((Colonnese et al., 2010) et voir revue (Luhmann and Khazipov, 
2018)). De façon similaire aux observations faites dans le cortex visuel, cette transition s’accompagne 
d’une période transitoire entre P8 et P9 durant laquelle la bouffée d’activité en réponse à une stimulation 
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sensorielle des vibrisses disparaît au profil de la mise en place d’une activité continue. Ce phénomène 
pourrait correspondre à la période d’inhibition transitoire observée à P9 en imagerie in vivo à 2 photons 
suite à la stimulation des vibrisses (Bollmann et al, en révision). Cette période transitoire et l’émergence 
de l’activité continue dans le cortex en baril précède de quelques jours seulement le début de 
l’exploration et des mouvements volontaires des vibrisses (van der Bourg et al., 2017). 

De plus, ces périodes transitoires précédant l’émergence d’activité corticale continue sont 
marquées par le développement de l’innervation périsomatique inhibitrice (voir introduction). Comme 
nous l’avons montré en utilisant un modèle de réseau de neurones à deux populations, ce développement 
des circuits inhibiteurs locaux participe à la décorrélation de l’activité après P9 (Dard et al., 2022). Une 
observation similaire a été faite dans le cortex préfrontal, où la décorrélation de l’activité observée au 
cours de la deuxième semaine de vie postnatale chez la souris serait portée par un changement de la 
balance excitation / inhibition en faveur de l’inhibition (Chini et al., 2021). De façon similaire dans le 
cortex moteur c’est entre P11 et P12 que le développement de l’inhibition locale conduit à une forte 
diminution de la proportion de neurones s’activant suite au twitches. Ce désengagement du cortex 
moteur primaire du retour sensoriel lié aux twitches permet une transition vers un rôle « moteur » même 
si des entrées sensorielles persistent après P12 (Dooley and Blumberg, 2018). Que ce soit d’un point de 
vue anatomique ou fonctionnel cette transition développementale présente dans le cortex visuel ou dans 
le cortex en baril mais surement aussi dans le cortex préfrontal correspond donc à la transition que nous 
avons mis en évidence à P9 dans la région CA1 de l’hippocampe.   

4. Twitches et aspects évolutifs du développement précoce  

Au-delà de présenter des similitudes entre les différentes aires corticales chez la souris, certaines étapes 
du développement et certains aspects sont conservés d’un point de vue évolutif à plusieurs autres 
espèces. Selon cet angle, cette section s’intéressera au rôle des twitches dans le développement. 

De façon similaire à la conservation du sommeil paradoxal dans le règne animal, l’émergence 
de twitches lors du sommeil est une caractéristique commune à de nombreuses espèces lors du 
développement postnatal (Blumberg et al., 2013b; Corner, 1977; Jouvet-Mounier et al., 1969). Les 
twitches présentent la particularité de se produire lors du sommeil paradoxal, donc lors d’une période 
d’atonie musculaire. Le contraste entre l’atonie musculaire et le retour sensoriel lié aux twitches est 
supposé permettre une mise en relation plus facile entre le signal moteur à l’origine des twitches et le 
retour sensoriel (Blumberg et al., 2013b). Les twitches seraient donc un « outil » idéalement placé pour 
la maturation des systèmes sensorimoteurs. Le rôle des twitches dans l’émergence du réflexe de retrait 
nociceptif a déjà été évoqué (Petersson et al., 2003; Schouenborg, 2008). Les twitches permettraient 
également le développement de trois autres réflexes sensorimoteurs (Marques et al., 2013): le réflexe 
myotatique (réponse de contraction musculaire en réponse à une extension, (Chen et al., 2003)), le 
réflexe inhibition réciproque (relâchement du muscle antagoniste lors de la contraction de l’agoniste) et 
le réflexe d’étirement inverse (aussi appelé réflexe tendineux de Golgi, réponse de relâchement en 
réponse à une tension musculaire trop forte). Dans cette étude les auteurs proposent un cadre théorique 
composé de 5 modèles interagissant entre eux ((Marques et al., 2013), figure 1). En premier lieu, une 
commande motrice similaire aux twitches est générée entraînant ensuite l’activation d’un moteur 
agissant sur un système musculaire. De façon comparable avec la description des twitches chez l’animal, 
dans ce modèle les twitches sont des activations courtes (1 seconde) activant de façon aléatoire un seul 
muscle lors d’une période d’atonie musculaire (absence d’autre stimulation sensorielle). Troisièmement, 
les changements provoqués sur le système musculaire sont perçus par un système de détection et 
quatrièmement convertis en activité dans ces détecteurs. Enfin, l’activité du détecteur est corrélée à la 
commande motrice initiale afin d’établir une connectivité entre chaque récepteur et chaque effecteur. 
Ce modèle montre que ces trois réflexes peuvent être mis en place de façon autonome à partir de 
répétition de twitches avec une simple règle de corrélation entre la commande motrice et le retour 
sensoriel (Marques et al., 2013). Au-delà de cette approche de modélisation, l’hypothèse de l’auto-
organisation des fonctions sensorimotrices à partir de l’expérience sensorielle liée au twitches a été 
testée en robotique (Enander et al., 2022). Cette étude montre qu’un robot peut utiliser une phase de 
développement sensorimoteur au cours de laquelle la génération aléatoire de twitches entraîne un retour 
sensoriel permettant la mise en place de la connexion (Ia) entre un fuseau musculaire et les 
motoneurones du même muscle (Enander et al., 2022), connexion supportant elle-même le réflexe 
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myotatique. Les twitches sont donc conservés dans l’évolution et premièrement essentiels à la 
maturation du système sensorimoteur. Comme cela a été introduit, ils participent également au 
développement d’aires sensorielles du néocortex, il est possible que l’évolution ait sélectionné une 
réutilisation de ce phénomène développemental pour la maturation d’aires corticales impliquées dans 
des processus cognitifs de plus haut ordre telle que l’hippocampe. 
 Une idée évoquée dans l’introduction est que le mouvement et le déplacement dans un 
environnement sont à l’origine des activités séquentielles dans l’hippocampe et qu’un processus évolutif 
est à l’origine de leur réutilisation dans d’autres procédés cognitifs que la navigation spatiale (Buzsáki 
and Moser, 2013). De façon intéressante, ces différentes étapes sont peut-être récapitulées lors du 
développement. En effet, le développement précoce est marqué par l’abondance des mouvements de 
types twitches, puis apparaît la capacité à se déplacer et le comportement d’exploration actif. Peu de 
temps après l’apparition de ce comportement, l’activité séquentielle caractéristique de l’hippocampe se 
met en place. Comme cela est de plus en plus admis, il semblerait donc que l’hippocampe puisse être 
considéré comme une structure sensorimotrice lors de développement précoce avant de devenir 
progressivement la structure cognitive décrite chez l’animal adulte.  
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